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ONSOZ

Gerek Veteriner Hekimlikte gerekse Tip alaninda, stafilokok enfeksiyonlari
hala ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Stafilokok enfeksiyonlarinin
kontrol ve eradikasyonu i¢in {ilkemizde genis kapsamli epidemiyolojik calismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda enfeksiyon etkenlerinin epidemiyolojilerinin
belirlenmesinde fenotipik analizlerinin yani sira molekiiler tiplendirme yontemleri de
uygulamaya girmistir. Calismada sigir ve insan kokenli S. aureus izolatlarinin ¢esitli
antibiyotiklere duyarliliklar1 E-test ile belirlendi; genotipik 6zellikleri de plazmid ve

PFGE tiplendirme yontemleri ile irdelendi.
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OZET
Insan ve Hayvan Kékenli Staphylococcus aureus Izolatlarinin Fenotipik ve

Genotipik Ozellikleri Uzerine Cahsmalar

Bu c¢alismanin amaci, Kirikkale ili ve c¢evresindeki siit sigirciligi
isletmelerinden (46 mastitisli inek siitii, 35 inek meme bas1 derisi, 3 inek burun, 3
bakici el ve 9 bakict burun siiriintii 6rneginden) izole edilen S. aureus izolatlarinin E-
test metoduyla cesitli antibiyotiklere karst duyarlilik profillerini, plazmid ve Pulsed
Field Gel Elektroforez (PFGE) analizleri ile de genotipik 6zelliklerini belirlemektir.

E-test sonuglarma gore, S. aureus izolatlarinin penisilin G, tetrasiklin,
eritromisin, oksasilin ve enrofloksasin direngleri sirastyla %85,4 (82), 39,6 (38), %5,2

(5), 3,1 (3) ve %1,0 (1) olarak belirlendi.

Plazmid analizleri ile 9 farkl tipte plazmid profili belirlendi. Analizleri yapilan
izolatlarin 87 (% 90,6) tanesinde 1,8-19 kb arasinda degisen biiyiikliikte on farkli
plazmid belirlendi ve izolatlarinin 9 tanesinde (%9,4) plazmid saptanamadi. Plazmid

paternleri P1 (Patern 1), P2,..., P9 olarak ifade edildi.

PFGE tiplendirme verilerine gore S. aureus izolatlar1 genetik yakinlik
bakimindan 42 farkli paterne ve 13 ana gruba (A, B, C, D, E, F,G, H, [, J, K.L, M)
ayrildi. izolatlarin % 58,3’ (56 adet) A, %16,7’si (16) B, %5,2’si (5) C, %5,2’si (5)
G,%3,1'i1(3)D,% 2,I'i1 () E,2,1'i(2) L, 2,1'i1 (2) M, % 1,0’1 (1) F, % 1,0’1 (1) H, %
1,01 (1) I, % 1,0’1 (1) J ve % 1,0°1 (1) K pulsotipinde gruplandirildi.

Sonu¢ olarak plazmid analizleri ve PFGE verilerine gore, Kirikkale ve
cevresindeki siit sigircig1 isletmelerinde smirli sayida S. aureus klonunun varligi

saptandi.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direnci, MiK, Plazmid analizi, PFGE, S. aureus



SUMMARY

Studies on Phenotypic and Genotypic Features of Staphylococus aureus isolated

from Human and Animals

The aim of this study is to determine susceptibility patterns of several
antibiotics to S. aureus strains isolated (46 from bovine milk samples with mastitis, 35
from bovine teat skins, 3 from bovine noses, 3 from caretaker hands and 3 from
caretaker noses) from dairy farms in Kirikkale province by E-tets and define genotypic
characteristic of these isolates by plasmid and Pulsed Field Gel Electrophoresis

(PFGE) analysis.

According to E-test results, the percentages of S. aureus isolates resistant to
penicilin G, tetracycline, erythromycin, oxacilline, enrofloxacin were found to be 85,4

% (82), 39,6 % (38), 5.2 % (5), 3,1 % (3) and 1,0 % (1), respectively.

Nine different types of plasmid profiles were determined in the isolates by
plasmid analysis. In 87 (90.6 %) of the isolates, 10 different types of plasmids having
the size between 1,8 -19 kb were determined while no plasmid was detected from the 9

(9.4 %) of the isolates. Plasmid patterns were defined as P1,....,P9.

Genetic relationships among S. aureus isolates were performed using PFGE
method, 42 distinct PFGE patterns of S. aureus isolates were identified. Strains were
assigned as 13 major lineage groups (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M) with
respected to the genetic relationships. The percentage of PFGE pulsotypes of strains
were clustered as 58,3 % (56 samples) A, 16,7 % (16) B, 5,2 % (5) C, 5,2 % (5) G, 3,1
% 3)D,2,1% (2)E,2,1% (2)L,2,1 % (2)M, 1,0 % (1) F, 1,0 % (1) H, 1,0 % (1) I,
1,0 % (1) J and 1,0 % (1) K, respectively.

In conclusion; according to plasmid analysis and PFGE data, a limited number

of S. aureus clones was detected in dairy farms in Kirikkale province.

Key Words: Antibiotic resistance, MIC, Plasmid analysis, PFGE, S. aureus



1. GIRIS

Stafilokoklar, 0.5- 1.5 um c¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz ve gram
pozitif bakterilerdir. Memeli ve kanatlilarin derileri ile mukoz membranlarinda
yasamakta ve dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Giliniimiizde 41 farkli
stafilokok tiirti tanimlanmustir. Stafilokoklar genellikle konakgilar: ile simbiyotik bir
iligki igerisindedirler. Ancak konakg¢inin yiizeysel doku biitiinliigliniin bozuldugu
veya konakg¢1 6zgiil direncinin baskilandigi durumlarda hizla ¢ogalarak lokal veya

sistemik enfeksiyonlara neden olurlar (Bannerman 2003).

Stafilokoklar, hayvanlarda mastitis, artritis, otitis, epidermitis ve {iriner sistem
enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlara neden olurken insanlarda hastane enfeksiyonlari,
gida zehirlenmeleri, osteomyelitis, poliartritis, endokarditis, toksik sok sendromu,
folikiilitis, impetigo, selliilit, konjunktivitis, idrar yollar1 enfeksiyonlari, pndmoni,
haslanmig deri sendromu (scalded skin syndrome, SSS) gibi ¢ok sayida enfeksiyona
neden olmaktadirlar (Lee 2003, Ugur ve Ceylan 2003, Sousa ve Lencastre 2004,
Leonard ve Markey 2007).

Penisilin G’nin 1940 yilinda klinik kullanima girmesi ile birlikte stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli basarilar saglanmistir. Ancak penisilin G’nin
klinik kullanima girmesini takip eden dort yil icerisinde penisilin direncgli S. aureus
suslarinin  varligr aciklanmistir. Bu nedenle penisilinaz iireten S. aureus
enfeksiyonlarinin tedavisinde eritromisin, tetrasiklin ve gentamisin gibi yeni
antibiyotikler kullanilmaya baglanmis; fakat 1951 yilinda ¢ogul direngli S. aureus
suglarinin varligi ortaya konmustur. Yine penisilin direngli S. aureus’larin sagaltimi
icin 1960 yilinda penisilinaza direngli metisilin gelistirilmistir. Ancak bir yil sonra
Jevons (1961) tarafindan metisilin direngli S. aureus (MRSA) bildirilmistir.
MRSA’lar en sik goriilen nozokomial patojenlerdendir. 1970’lerde metisiline direngli
S. aureus izolatlariin tim diinyada yaygin hale geldigi ¢esitli arastirmalarla ortaya
konmustur. Onceleri penisiline kars1 olusan direng, ¢ogul direng halinde gelismistir.

Baglangigta hastane enfeksiyonlarina 6zgii karakterde olan direng sorunu toplum



kokenli enfeksiyonlarda da olusmaya baslamis ve sorun kiiresel bir halk saglig

problemi haline gelmistir (Jevons 1961, Hausler 2006, Leonard ve Markey 2007).

Diinyada {iretilen antibiyotiklerin %50’si insanlarda %50’si ise hayvancilikta
kullanilmaktadir. Hayvanlarda kullanilan antibiyotikler, bakterilerdeki antimikrobiyal
direncin artmasinda risk olusturmaktadir. Saglikli hayvanlarin intestinal florasindaki
bakteriler direng genleri icin tasiyict rol oynamakta, dogrudan temas ya da gidalarla
insan florasina kolonize olabilmektedirler. Hatta diren¢ horizontal olarak insan
patojenlerine de gecebilmekte ve enfeksiyonlarin tedavileri basarisizlikla
sonuglanabilmektedir (Catry ve ark. 2003). Bu nedenle iilkemizde tiim
antibiyotiklerin yem katki ve premikslerde kullanimi Tarim ve Kdoyisleri Bakanligi
tarafindan ¢ikarlilan “Yem katkilar1 ve Premikslerin Uretimi, ithalati, Thracat1, Satis1

ve Kullanim1 Hakkinda Tebligde Degisiklik ile ( Teblig No: 2006/1) yasaklanmuistir.

S. aureus, sit hayvanciligi yapilan tiim iilkelerde goriilen ve 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan mastitis olgularindan en ¢ok izole edilen etkendir. Tiirkiye de
cesitli arastirmalarda mastitisli ineklerin siitlerinden %30-73 oraninda S.aureus izole
edilmistir (Arda ve Istanbulluoglu 1980, Aydin ve ark. 1995, Tiiriitoglu ve ark. 1995,
Sahin ve ark. 1997, Kuyucuoglu ve Ugar 2001, Rigvanli ve Kalkan 2002, Beytut ve
ark. 2002, Yavuz ve Esendal 2002, Kirkan ve ark. 2005).

Gerek Veteriner Hekimlikte gerekse Tip alanlarinda, enfeksiyon
hastaliklarinin kontrol ve eradikasyonu i¢in etkili stratejiler gelistirebilmek icin
patojenlerin dogadaki kaynaklarinin, yayilimlarinin, epidemiyolojilerinin arastirilmasi
gereklidir. Bu nedenle insan veya hayvanlarda onemli enfeksiyonlara neden olan
S. aureus izolatlarmi tiplendirmek ve klonal yakinliklarimi arastirmak gereklidir.
Patojenlerin tiplendirilmesi i¢in fenotipik ve genotipik pek c¢ok metot

kullanilmaktadir (Kapur ve ark.1995, Derbentli 2002, Arbeit 1999).

Genotipik  yontemler, fenotipik metotlara goére tiplendirilebirlilik,
tekrarlanabilirlik ve aymrim giicii bakimindan daha {stiin metotlardir. Genotipik
tiplendirme metotlari, plazmid profil analizleri, kromozomal DNA’nin restriksiyon

endoniikleaz analizi ve Pulsed-Field Jel Elektroforez teknigi (PFGE) olarak



siralanabilir. Plazmid analizi, hizli, stabil, tekrarlanabilir 6zelliklere sahiptir. Ayrica

plazmid analizinde pek ¢ok sus calisilabilmektedir (Kozarsky ve ark. 1986).

PFGE, hem insan hem de hayvanlar i¢in Onemli bir patojen olan
S. aureus’larin tiplendirilmesinde kullanilan genetik metotlardan biridir. PFGE,
ayirim giicii yliksek, tekrarlanabilirligi olan, giivenilir bir metottur. Tekrarlanabilirlik
ozelliginin yiiksek olmasi nedeniyle bu yontem molekiiler yontemler igerisinde “altin

standart” olarak kabul edilmektedir (Lange ve ark. 1999, Zadoks ve ark. 2000).
1.1. Stafilokoklarin tarihgesi ve simflandirilmasi

Staphylococcus cinsi Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ‘ye gore
Micrococaceae ailesi igerisinde Stomatococcus, Planococcus ve Micrococcus cinsleri
ile birlikte gruplandirilmaktadir. Bu cinste 41 farkli tiir mikroorganizma

bulunmaktadir (Bannerman 2003).

Stafilokok terimi ilk kez 1883 yilinda Sir Alexander Ongston tarafindan,
insanlarda irinli apselere neden olan iiziim seklinde koklarin tanimlanmasinda
kullanilmigtir. Staphle (Bunch of grapes) Latince {iziin salkimi anlamindadir.
Rosenbach 1884 yilinda beyaz renkli koloni olusturan gram pozitif koklar
Staphylococcus pyogenes albus, sar1 renkli kolonileri Staphylococcus pyogenes
aureus ve limon saris1 renginde kolonileri ise Staphylococcus pyogenes citreus olarak

tanimlamistir (Parisi 1985).

Stafilokoklar kan plazmasini pihtilastirma 6zelligine sahip olup olmamalarina
gore Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (KPS) ve Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS)
olarak gruplandirilirlar. Staphylococcus aureus spp. aureus, stafilokoklar arasindaki

en patojen tilirdiir (Koneman ve ark. 1997).

KNS’lar 1975 yilima kadar S. albus veya S. epidermidis olarak
gruplandirilmiglar ve apatojen olarak diisiiniilmiislerdir. Ancak son yirmi yilda
KNS’larin 6nemi fark edilmistir. Ingiltere’de Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon
Sorveyans programinin (National Nosocomial Infection Surveilance NNIS) 1990-
1995 yillar arasindaki verilerine gére KNS’lar nazokomiyal enfeksiyonlarin %11°ni

olusturmaktadir (Huebner ve Goldman 1999).



Insanlardan ve diger primatlardan S. aureus, S. epidermidis, S. capitis,

S. caprea, S. saccharolyticus, S. warneri, S. pasteuri, S. haemolyticus, S. hominis,

S. lugdunensis, S. auricularis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus ve S. simulans

izole edilmistir. Bu tlirlerin ¢ogunlugu insanlarin dogal florasinda bulunan

bakterilerdir. Hayvanlardan izole ve identifiye edilen stafilokok tiirleri Tablo 1.1 de
gosterilmektedir (Quinn ve ark.2000, Rich 2005).

Tablo 1.1. Cesitli hayvanlardan izole edilen stafilokok tiirleri (Rich 2005)

Tiirler

Konakel

Staphylococcus arlettae

Keg¢i/Burun/Kanatli/Deri

Staphylococcus aureus

Sigir/Koyun/Keci/Domuz/At/Tavsan/Kanatli/Kedi/Kdpek

Staphylococcus aureus subsp anaerobius Koyun
Staphylococcus capitis Inek/Siit
Staphylococcus caprae Kegi/Deri

Staphylococcus caseolyticus

Inek/Siit, Domuz, Kanatly/Deri

Staphylococcus chromogenes

Inek/Siit, Kopek, At/Yara enfeksiyonu

Staphylococcus cohnii

Inek/Siit

Staphylococcus equorum

At/Deri

Staphylococcus felis

Kedi/Otitis eksterna, Deri enfeksiyonlari

Staphylococcus gallinarum

Kanatli/Deri enfeksiyonlari

Staphylococcus haemolyticus Inek/Siit
Staphylococcus hominis Inek/Siit
Staphylococcus hyicus Domuz/inek
Staphylococcus intermedius Kedi/Kopek/At/inek

Staphylococcus lentus

Domuz, Koyun, Kegi/Deri enfeksiyonlari

Staphylococcus saprophyticus

Inek/Deri

Staphylococcus sciuri

Inek, Diger hayvanlar/Deri enfeksiyonlar

Staphylococcus simulans

Inek/Siit,Kopek, Kedi, Domuz/Deri

Staphylococcus vitulinus

Inek, Koyun, Domuz/Deri

Staphylococcus warneri

Inek/Siit

Staphylococcus xylosus

Inek,Koyun/Siit,Kedi,Kanatli,Domuz,At/Deri




1.2. Stafilokoklarin yapisal ozellikleri

Stafilokoklar, 0.5- 1.5 um ¢apinda, yuvarlak, hareketsiz, sporsuz ve gram
pozitif bakterilerdir. Stafilokoklar ¢esitli yoOnlerde bdliindiigli ve birbirlerinden
ayrilmadiklar1 icin 2’li, 4’lii ve T{ziim benzeri diizensiz kiimeler olusturan
bakterilerdir. S1v1 besi yerlerinde diplokoklar veya kisa zincirler halinde goriiliirler.
Stafilokoklar, karbonhidratlar1 oksidatif ve fermentatif olarak kullanirlar. Fakiiltatif
anaerobiktirler. Ancak Staphylococcus saccharolyticus ve S. aureus subsp.
anaerobius anaerop iremektedir. Stafilokoklar, oksidaz negatif, katalaz pozitif
bakterilerdir. Stafilokoklarda %30- 39 oraninda G+C bulunmaktadir (Bannerman
2003).

Stafilokokal genom, profajlar, plazmidler ve transpozonlar ile yaklasik 2800
bp ‘lik sirkiiler bir kromozomdan olusmaktadir. Kromozom ve ekstrakromozomal
elementler lizerinde, viriilens ve antibiyotiklere kars1 direng oOzelliklerini tasiyan
genler bulunmaktadir. Bu genler ektrakromozomal elementler araciligi ile stafilokok

suslar1 ve diger gram pozitif bakteriler arasinda taginmaktadirlar (Lowy 1998).

Stafilokokal  hiicre  duvarmin  agirh@mnin - %50°sini  peptidoglikan
olusturmaktadir. Peptidoglikan, art arda siralanan ve 1,4-f glikozid baglariyla
baglanan N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit iinitelerinden olusmaktadir

(Lowy 1998).

Stafilokoklar ¢evre kosullarina dayanikli olup pH 4.0 —9.0 arasinda
cogalabilirler ve 60°C de 30 dakikada yikimlanirlar. Ayrica %7.5’luk tuz
konsantrasyonlarinda canliliklarini siirdiirebilir ve ¢ogalabilirler. Bu 6zelliklerinden
dolay:r stafilokoklarin izolasyonu amaciyla selektif ortam olusturmada tuzlu besi

yerleri kullanilmaktadir (Hirsh ve ark. 2004).



1.3. Stafilokoklarin viriilens faktorleri

Stafilokoklar, protein A, mikrokapsiil, bagl koagiilaz gibi yiizeylerine bagli;
toksinler, serbest koagiilaz, lokosidinler gibi hiicre disina salgilanan viriilens
faktorlerine sahiptirler. Stafilokoklarin neden oldugu hastaliklarin  ¢ogunun

patogenezinde birden fazla faktor rol oynamaktadir (Foster 2003).

Patojenik stafilokoklar yapilarinda konak¢i dokusuna kolonize olmalarini
saglayan yiizeysel proteinlere sahiptirler. Bu proteinler ekstraselliiler matriks
proteinlerine baglanirlar. Yiizeysel proteinlerin en Onemlileri protein A, elastin,
kollajen baglayan protein, fibrinojen/fibrin baglayan (clumping faktér) proteinlerdir.
Osteomiyelitis ve artritise neden olan suslarin kollagene baglananbilen reseptdrleri

vardir (Lowy 1998).

Proteina, Y‘_‘— laG
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Hilcreye badlanan protein

Sekil 1. Staphylococcus aureus’un viriilens faktorleri (Todar 2006)

1.3.1. Mikrokapsiil: Baz1 bakterilerde hiicre duvarinin etrafinda polisakkarit yapida
kapstil bulunmaktadir. Stafilokoklarda diger bakterilerdekine benzer 1s1k mikroskopu
ile goriilebilen bir kapsiil yoktur. Ancak antikorlarla isaretlendikten sonra elektron
mikroskobu ile goriilebilen mikrokapsiil vardir. Mikrokapsiiliin fonksiyonu tam

olarak belirlenememistir. Hiicre dis1 ortamda ve komplementin yoklugunda



fagositozu engelleyebildigi gosterilmistir (Foster 2003). S. aureus, serolojik olarak
birbirinden farkli tipte 11 mikrokapsiil olusturabilmektedir. S. aureus’un klinik
izolatlarinin %75’inde serotip 5 ve 8 tespit edilmistir. MRSA izolatlarinin ¢ogunda

tip 5 tespit edilmistir (Lowy 1998).

Stafilokoklarda kapsiil gibi hiicreye sikica baglanmayan ve hiicre etrafinda
gevsek bir yapida bulunan bir Slime Tabakasi vardir. Slime Tabakasi, monosakkarit
ve kiigiik peptidlerden meydana gelmekte ve stafilokoklarin ¢cogunlugunda genetik ve
cevre faktdrlerine bagli olarak olusturulmaktadir. Ozellikle koagulaz negatif
stafilokoklarda, dokulara veya viicuda yabanci katater, graft, eklem protezleri ve kalp

kapakgig1 protezlerine baglanmay1 kolaylastirmaktadir (Mutlu ve Ogiing 1999)

1.3.2. Lokosidinler: S. aureus tarafindan olusturulan bu toksin spesifik olarak
polimorfoniikleer hiicreleri etkilemektedir. “Panton-Valentine” toksin olarak da
bilinirler. Stafilokok enfeksiyonlarina karsi konak¢i savunmasi ig¢in Onemli bir

mekanizma olan fagositoza engel olmaktadirlar (Hirsh ve ark. 2004).

1.3.3. Stafilokoklarin hemolizinleri

Stafilokoklar, cok farkli tipte protein yapida toksinler iiretirler. Bu
toksinlerden bazilar1 in vitro kosullarda eritrosit membranlarina zarar vererck
hemolize neden olurlar. Bunlar alfa, beta, gamma ve delta olarak isimlendirilirler

(Foster 2003).

1.3.3.1. Alfa toksin (a-toksin): S. aureus’larin membrana zarar veren en etkili
toksinidir. Ik kez 1900°de Kraus ve Clairmont tarafindan tanimlanmstir. Bu toksine
ozellikle trombosit ve monositler daha duyarhidirlar. Purifiye toksinlerle hayvanlar ve
organ kiiltiirlerinde yapilan caligmalarda Onemli bir virlilens faktori oldugu
goriilmiistiir.  Alfa toksinler icin duyarli hiicrelerin iizerinde reseptorler
bulunmaktadir. Alfa toksinler, bu reseptdrlere baglanarak hiicre membrani iizerinde

porlar olustururlar (Cengiz 1999, Foster 2003).



1.3.3.2. Beta Toksin (B-toksin): Glenny ve Stevens tarafindan 1935°de
tanimlanmistir. Stafilokokal sphingomyelinase olarakta bilinir. En iyi koyun, daha az
olarak da insan ve tavsan alyuvarlarini lize ederler. Sigir mastitislerinden izole edilen
suglarin ¢ogunda tretilmektedir ve mastitisin patogenezinde onemlidirler. Mastitis

fare modellerinde B-toksin mutantlarinda viriilensin azaldigi gosterilmistir (Cengiz

1999, Foster 2003).

1.3.3.3. Delta Toksin (5-Toksin): 1947 yilinda Williams ve Harper tarafindan
tanimlanan cok kiiciik peptidlerdir. S. aureus, S. epidermidis ve S. lugdunensis

tarafindan {iretilirler. Bu toksinin enfeksiyonlardaki rolii tanimlanamamistir (Foster

2003).

1.3.3.4. Gama Toksin (y-Toksin): Smith ve Price tarafindan 1938 yilinda
tanimlannustir. Mllby Wadstron tarafindan elde edilmistir. Insan, tavsan ve koyun
alyuvarlart duyarli iken, at ve kanath alyuvarlari direnglidirler. y-toksin ve
lokosidinler duyarli hiicrelerin membranlarina zarar veren iki tamamlayici

proteindirler. Ancak birlikte membrana zarar verirler (Cengiz 1999, Foster 2003).

1.3.4. Stafilokoklarin Siiperantijenleri: enterotoksinler ve toksik sok sendrom

toksin

S. aureuslar siiper antijen olan iki farkli toksin tiretirler. Bunlar A’dan-M’ye
(F ve J hari¢) kadar alfabetik olarak isimlendirilen 11 enterotoksin (SE, Stafilokokal
enterotoksin), ve toksik sok sendrom (TSST-1) toksinidir. Bu toksinleri kodlayan
genler, kromozomdaki patojenite adalar1 (Pathogenicity Islands) olarak adlandiran
bolgelerde (SEB, SEC, SEK-M, TSST-1), profajlar (SEA, SEE) veya plazmidler
(SED) tizerinde lokalize olmaktadirlar. Bunlar 1siya ve pargalayict enzimlere
direnclidirler. Enterotoksinler barsak kanalinda heniiz tanimlanamamis bir reseptore
baglanarak kusma refleksini uyarirlar. TSST ise direkt olarak smif II MHC

molekiillerine baglanabilmektedirler. Giiclii siiperantijenik etkileri ile nonspesifik



T-hiicre proliferasyonuna ve yangi oncesi stokinlerin kontrolsiiz salgilanmasina

neden olurlar (Vernozy-Rozand ve ark. 1996, Balaban ve Rasooly 2000).

Insanlarda S. aureus suslarinin olusturduklari toksinlerde énemli hastaliklara

neden olmaktadirlar.

Toksik Sok Sendromu (TSS): ilk defa 1978’de Todd ve arkadaslarin
tanimladig1 birden fazla sistemi etkileyen bir hastaliktir. S. aureus un irettigi toksik
sok sendromu toksini-1 (TSST-1) neden olmaktadir. Ates, kusma, hipotansiyon, ishal
ve letal soka yol acar (Schlievert ve ark. 2004).

Uygun olmayan kosullarda saklanmig kremali tatlilar, dilimlenmis et ve et
iirinleri, dondurma, siizme peynir gibi yiyecekler besin zehirlenmesine yol agarlar

(Anonim 2006a).

S. aureus’un trettigi toksinlerin gidalarla birlikte alinmasi sonucu olusan
hastaliklar gida kaynakli enfeksiyonlarin en sik goriilenlerindendir. Stafilokokal
enterotoksin tastyan besinlerin yenilmesinden 2-6 saat sonra bulanti, kusma,
abdominal agr1 ve ishal goriiliir. Kisa inkiibasyon periyodu stafilokokal gida

zehirlenmeleri i¢in karakteristiktir (Balaban ve Rasooly 2000).

Erol ve Usca (1998), donmus tavuk karkaslarindan izole ettikleri 33 koagulaz
pozitif stafilokok izolatinin 7’sinin enterotoksin olusturdugunu; bunlarin da 3’iiniin
yalnizca A tipi ET, 2’sinin yalnizca D tipi ET, 1’inin A ve B tipi ET, 1’inin A, B ve C
tipi ET’leri birlikte olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle donmus tavuk
etlerinin stafilokokal intoksikasyonlar1 yoniinden potansiyel saglik riski tagidiklarini

bildirmislerdir.



1.3.5. Epidermolitik toksinler (Eksfoliatif/ ET)

S. aureus’lar tarafindan iretilen bu toksinler yeni doganlarda ve genglerde
goriilen, deride once kiiglik bir bolgede baslayan sonra yayilan, dokunuldugunda
kolayca soyulan sisliklerle karakterize haglanmis deri sendromuna (Scalded Skin
Syndrome/ SSS) neden olurlar ve proteolitik aktiviteye sahiptirler. Antijenik olarak
ET-A ve ET-B olmak {izere iki gesittirler. ET-A kromozom tarafindan kodlanmakta
ve sicakliga dayaniklidir. ET-B ise sicakliga dayaniksiz olup plazmid tarafindan

kodlanmaktadir (Koneman ve ark. 1997, Farrell,1999).

1.3.6. Diger ekstraselliiler proteinler

1.3.6.1. Koagulaz: Stafilotrombin olarakta bilinen koagulaz, konak¢inin
protrombinine baglanarak fibrinojenin fibrine doniismesini saglayan hiicre dis1 bir
proteindir. Koagulaz patojenik stafilokoklarin ayiriminda kullanilmaktadir. Fakat
viriilens faktorii olduguna dair bir kanit yoktur. Konak¢1 savunmasina karst bakteriyi
korumaktadir. Literatiirlerde koagulaz ve S. aureus’un yiizeyinde bulunan fibrinojen
baglayan bir determinant olan clumping faktor ile ilgili karigikliklar vardir.
Terminolojide clumping faktoér bagli koagulaz olarak ge¢cmektedir. Ancak genetik

caligmalar bu iki faktoriin farkli oldugunu gostermektedir (Foster 2003, Todar 2006).

1.3.6.2.  Stafilokinazlar:  Stafilokok tiirleri tarafindan  olusturulan
fibrinolizinler, fibrini parcalayarak enfeksiyonun dokulara yayilmasina neden olurlar

(Foster 2003).

1.3.7. Stafilokoklarin enzimleri

Hyaluronidaz, hiicreler arasindaki matriksi pargalayarak; lipazlar yag
hiicrelerini pargalayarak stafilokoklarin deri ve derialti dokularina yayilmasina
yardimer olan enzimlerdir ve kronik furunkulozise neden olan S. aureus suslari
tarafindan {retilirler. Yag asiti modifiye eden enzimler ise apse olusumunda

onemlidir (Foster 2003).



1.4. Hayvanlarda stafilokok enfeksiyonlar:

Koagiilaz pozitif stafilokoklar sicakkanli hayvanlarin tiimiinde, konak¢1
tiirlerine gore degisen klinik bulgulara neden olmaktadirlar. Stafilokoklar inek, koyun
ve kecilerde mastitislere; kuzularda (2-5 haftalik) kene atesine; koyunlarda peri
orbital ekzemalara (dermatitis); kedi ve kopeklerde osteomiyelitis (6zellikle
diskospondilit), artritis ve mastitis enfeksiyonlarina; kanatlilarda stafilokokkozis’e;
domuz yavrularinda eksudatif epidermitis (EE) gibi enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Akay ve ark.1987, Radostits ve ark. 1999, Quinn ve ark.2000, Kahn
2005, Rich 2005).

Cok sayida mikroorganizma tiirii sigirlarda mastitise neden olmaktadir.
Mastitisli inek siitlerinden, yayginlhigina gore sirasiyla stafilokoklar (S. aureus,
S. epidermidis), streptokoklar (S. agalactiae, S.dysgalactiae, S.uberis, S. bovis),
koliformlar (6zellikle E. coli ve K. pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa
Mycoplasma spp. ve Candida spp. izole edilmektedir (Tirilitoglu ve ark. 1995,
Nascimento 2005).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarla KNS’larin sigirlarin meme bezinde
olusturduklart enfeksiyonlarin 6nemi vurgulanmaktadir (Anthonisen ve ark. 2002,

Nascimento 2005, Kirkan 2005).

KNS’lar laktasyondaki ineklerden en ¢ok izole edilen bakteriler arasindadir.
En c¢ok izole edilen KNS’lar, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus

epidermidis ve Staphylococcus simulans dir (Aarestrup ve ark. 1999).

Yapilan ¢alismalarda mastitisli  ineklerin  siitlerinden, S. xylosus,
S. chromogenes, S. sciuri, S. haemolyticus, S. warneri, S simulans, S. saprophyticus,
S. hyicus, S. epidermidis, S. felis ve S. lentus gibi ¢ok cesitli stafilokok tiirleri izole
edilmistir (Devriese ve ark. 2002, Boerlin ve ark. 2003).



Kedi ve kopeklerden izole edilen stafilokok tiirleri iizerinde yapilan
caligmalarda, en yaygm bulunan stafilokok tilirlinlin S. intermedius oldugu
belirlenmistir. S. intermedius kdpeklerde piyoderma, endometritis, sistitis ve dis kulak
yangist gibi enfeksiyonlara da neden olmaktadirlar (Biberstein ve ark. 1984,

Lilenbaum ve ark. 1998, Rich 2005).

Kedilerin ¢esitli klinik 6rneklerinden stafilokoklar tek baslarina ya da diger
bakterilerle birlikte izole edilebilmektedirler. Igimi ve ark.’nin (1994) Tokyo da
yaptiklar1 caligmada kedilerin cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen 93 stafilokok
susunun biyokimyasal analizini yapmislardir. Elde edilen sonuclara gore sirasiyla
%45 S. felis, %14 S. simulans, %13 S. aureus, %10 S. intermedius, %6 S. sciuri,
%6 S. epidermidis, %2 S. haemolyticus, %2 S. xylosus %1 S. capitis, %1 S. equorum,

%1 S. gallinarum ve S. lentus tanimlamislardir.

Atlarda S. aureus ile iligkili olarak; mastitis, pektoral apseler (daha g¢ok
Corynebacterium pseudotuberculosis tarafindan meydana gelirler), piyoderma ve

kastrasyon sonucu olusan apseler meydana gelmektedir (Hirsh ve ark. 2004).

Stafilokoklar biitiin kanath tiirlerinde artritis, tenosynovitis, taban yastag
nekrozu ve civcivlerde septisemik enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. S. Ayicus ise
domuz yavrularinda (7 haftalik), cok bulasici bir enfeksiyon olan eksudatif
epidermitis (EE)’e neden olmaktadir (Akay ve ark.1987, Wegener ve ark. 1994, Kahn
2005).

Domuz yavrularinda (7 haftalik), S. Ayicus tarafindan eksudatif epidermitis
(EE) olusturulmaktadir. Genellikle akut generalize bir enfeksiyondur. Derinin
dokiilmesi ve viicut bosluklarinda eksudat birikimi, hastalikta goriilen klinik bulgular
arasindadir. Bulasma domuz siiriilerinde %90’a kadar ¢ikabilmektedir (Wegener ve

ark. 1994). Ayrica travma ile derinin biitiinliigliniin bozulmasi sonucu S. aureus



tarafindan, deride, Ozellikle yiiz ve kulaklarin etrafinda lezyonlar olusturulmaktadir

(Hirsh ve ark. 2004).

1.5. insanlarda stafilokok infeksiyonlar

Stafilokoklar, sahip olduklar1 viriilens faktorleri nedeniyle insanlarin tiim
viicut sistemlerinde enfeksiyon yapabilmektedirler. S. aureus, deri dokusunda akne,
arpactk ve furunculosise, viicudun degisik yerlerinde apselere, osteomyelitis,
endocarditis gibi enfeksiyonlara neden olurlar. Ayrica S. aureus sirurjikal yara
kaynakli, S. epidermidis medikal aletlerle iliskili olarak hastane enfeksiyonlarina
(nozokomiyal) yol agabilmektedirler. S. aureus‘un salgiladigi toksinlerin gidalarla
alinmas1 sonucu zehirlenmeler ve yine siiper antijenlerinin kana karigmasi ile toksik
sok sendromu olusabilmektedir. S. saprophyticus triner sistem enfeksiyonlarina
neden olur. S. lugdunensis, S. haemolyticus, S warneri, S. schleiferi, ve S. intermedius
daha az patojendirler (Huebner ve Goldman 1999, Diindar ve Diindar 2002, Ugur ve
Ceylan 2003,).

S. aureus 0zellikle MRSA izolatlari, hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli
bir etkenidir. Ayrica son yillarda nozokomiyal enfeksiyonlarin % 8’ini KNS’lar
olusturmaktadir. S. epidermidis, S. haemolyticus ve S.warneri tiirleri yogun bakim
iinitelerinde yatan hastalarda katater iligkili enfeksiyonlara neden olmaktadirlar

(Raimundo ve ark. 2002, Huebner ve Goldmann 1999).

Immun sistemi baskilanmis hastalarda hastane kaynakli veya influenza
epidemileri sirasinda S. aureus’a bagli pneumonilere neden olmaktadir (Sanford ve

ark.1986).

Dogal kalp kapagi endokarditlerinin nedenleri arasinda S. epidermidis ve
S. lugdunensis gibi KNS’larin etkileri nadirdir. Ancak kalp kapak operasyonlarindan
sonra goriilen endokarditlerde %40-50 arasinda etken olarak tespit edilmektedirler

(Huebner ve Goldmann 1999).



Osteomyelit ve piyoartrit: Yeni doganlarda gobek kordonu enfeksiyonlari
sonrasinda ya da bir odaktan hematojen yayilim sonucu, S. aureus tarafindan
olusturulur. Daha ¢ok ¢ocuklarda meydana gelir ve olusan osteomyelit, uzun

kemiklerin diyafizinde goriiliir (Diindar ve Diindar 2002).

1.6. Stafilokoklarda antimikrobiyal diren¢ sorunu

Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda baslica enfeksiyoz hastaliklarin
tedavisinde ve bu hastaliklardan korunmada kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira
antibiyotikler, hayvanlarda biiyiimeyi gelistirmek amaciyla ve daha az miktarlarda da
tarimda bitkileri korumak amaciyla kullanilmaktadir. Asir1 miktarda antibiyotik
kullanim1 sonucu, antibiyotiklerin zit ve yan etki riskleri artmakta ve toplum kaynakli
patojen etkenlerde antibiyotik diren¢ sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica kullanilan
antibiyotikler patojenlerin yani sira normal flora bakterilerine de etki etmektedirler.
Sonu¢ olarak, herhangi bir antibiyotigin lokal konsantrasyonu, duyarli bakteri
populasyonu i¢in minumum inhibitér konsantrasyon (MiK) dozundan yiiksekse ve
direncli klon i¢cin MIK dozunun altindaysa bu antibiyotik direngli tiirleri segmektedir

(Cizman 2003).

Alexander Fleming, 1928 yilinda penisilini kesfetmistir. Ancak teknik
zorluklar nedeniyle ilacin klinik kullanima girmesi 1940’lar1 bulmustur. Insanlarda,
hayvanlarda ve bitkilerde asir1 antibiyotik  kullanimi, biitiin  diinyada
mikroorganizmalar {izerinde biiyiikk bir selektif baski olusturmakta ve
mikroorganizmalar herhangi bir antibiyotikle karsilastiklar1 zaman er ya da geg¢ direng
kazanmaktadirlar. Antibiyotik ¢agi basladigindan beri yeni bir antibiyotik klinik
kullanima girdiginde bazi tiirler duyarli bazilar1 dogal olarak direnclidirler. Ancak
zamanla duyarl tiirlerde diren¢ gelismekte ve bu direncin giderek yayginlastig
goriilmektedir. Ornegin, penisilinin klinik uygulamaya girmesinden birka¢ y1l sonra
bazi yerlerde stafiloklarda penisilin direnci %15 iken on yil sonra bu oran %70’lere
cikmis ve bugiin ise %95’ler diizeyindedir. Ingiltere’de yilda 1400 insan S. areus
enfeksiyonundan 6lmektedir. A.B.D.’de 2001 yilinda enfeksiyondan 90 000 insan

Olmistiir. Bu say1 on yil dnce 15 000 civarindaydi. Diinya Saglik Organizasyonu



(WHO) ilaglarda direng tehtidinin 6niine gecilmesi gerektigi konusunda siirekli olarak
uyarilar yapmaktadir. Hollanda Halk Saglig1 Enstitiisiiniin ¢alisma sonuglarina goére
bugiin diinyada 52 milyon insan burun floralarinda ¢cogul direngli stafilokok suslarini
tasimaktadir. Tonsillitis veya kulak enfeksiyonlar1 gibi zararsiz hastaliklar bile
neredeyse tekrar tedavi edilemez hale geleceklerdir (Ryan 2004, Campanaud 2006,
Hausler 2006).

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmanin hayatta kalabilmesi i¢in 6nemlidir.
Bir mikroorganizma antibiyotiklere kars1 ya dogal olarak (intrinsik direng, kalitsal
direng) direnclidir ya da duyarli iken sonradan mutasyonla veya yeni genlerin
kazanimi ile direngli hale gelmektedir. Gram negatif bakterilerin ¢ogunun
vankomisine ve metisiline, enterokoklarin ise sefalosporinlere duvar yapilar

nedeniyle direncli olmalari, intrinsik dirence 6rnek verilebilir (Giir 2002, Ryan 2004).

Mutasyonlar genellikle kromozomal DNA da olusmaktadir. Ornegin
streptomisin, rifampin ve florokinolonlara karsi gelisen direng bu yolla olmaktadir.
Ancak mutasyonlarin plazmid veya transpozonlar {izerindeki genlerde de olusabildigi

artik bilinmektedir (Giir 2002).

Yeni bir diren¢ geni kazanilmasi ile olusan direng, konjugasyon,
transformasyon ve transdiiksiyon mekanizmalar1 ile verici bir bakteriden alic1 bir
bakteriye diren¢ geninin horizontal olarak transferi ile olugsmaktadir. Direngli gen
kazanimi, konjugasyonda bir protein tiinel araciligiyla, transformasyonda ciplak
DNA’nin alinmasiyla ve transdiiksiyonda ise viral fajlar araciligiyla meydana

gelmektedir (Ito ve ark. 2003).

Konjugasyon en oOnemli gen transfer mekanizmasidir. Stafilokoklarda
(B-laktamlar), enterobakterilerde (ampisilin, sulfonamid/trimetoprim, gentamisin,
kloramfenikol ) ve enterokoklarda (vankomisin ) diren¢ konjugasyonla olusmakta ve

tahminen %385 oraninda tedavide basarisizliga yol agmaktadir (Catry ve ark. 2003).

Aktarilabilir direng genleri, bakterinin kendi genlerinde olusan mutasyondan
veya dogal diren¢ saglayan antibiyotik iireten bakterilerden (Streptomyces spp. gibi)

koken almaktadir. Bu diren¢ determinantlar1 evrimsel ve ekolojik olarak plazmid



veya transpozon araciligiyla farkli cinsler ve farkl: tiirler arasinda aktarilabilmektedir.
Ornegin Enterococcus faecalis ‘den S. aureus’a aminoglikozid direnci plazmid

aracilig ile aktarilabilmektedir (Lyon ve Skurray 1987).

S. haemolyticus’un hayvan kokenli klinik izolatlar1 arasinda antibiyotik
ilaglara ¢ogul direncli suslar yaygin olarak izole edilmektedir. Potansiyel patojen
olmalar1 yan1 sira cogul direngli S. haemolyticus’ lar, S. aureus ve S. intermedius gibi
daha patojen koagulaz pozitif stafilokok tiirlerine diren¢ genlerini verici olarak
hizmet edebilmektedirler. Anthonisen ve ark. (2002) lar1 yaptiklari bir calismada
florada bulunan bakterilerdeki antimikrobiyal diren¢ genleri ile klinik 6rneklerden
elde edilen S. aureus’larin direng genlerinin benzer oldugunu, S. haemolyticus susu
ile vankomisin direngli bir MRSA susunun DNA dizisindeki benzerlige dayanarak
ortaya koymuslar ve florada bulunan stafilokoklarin diren¢ genleri igin tasiyict

olabileceklerini belirtmislerdir.

Bakterilerdeki 6nemli diren¢ mekanizmalari: 1) Antimikrobiklerin, bakteri
igerisine giriginin engellenmesi veya aktif disar1 pompalama sistemleri ile bakteri
icerisinde birikimlerinin engellenmesi, 2) Antimikrobiklerin, bakterilerdeki hedef
bolgelerinin  degistirilmesi ile bakterinin bu antimikrobiklere duyarsiz hale
getirilmesi. 3) Antimikrobiklerin bakterilerde {iiretilen enzimlerle inaktive edilmesi

olarak siralanabilir (Ryan 2004).

S. aureus’ da B-laktam antibiyotiklere kars1 direncin temelinde iki mekanizma
vardir. Birinci mekanizma; beta laktamaz enziminin {retilmesiyle bu ilaglar
yikimlanmaktadir. Penisilin direnci, B-laktamaz (penisilinaz) enziminin, penisilinin
yapisindaki B-laktamaz halkasini parcalayarak penisilini inaktive etmesine baglidir.
B-laktamaz enzimi siklikla bagka antibiyotiklere diren¢ genlerini de tasiyan bir

plazmid tarafindan kodlanir ve hiicre disina salinir (Diindar ve Diindar 2002, Prescott

2004).

B-laktamaz iireten stafilokoklar penisilin, ampisilin ve amoksisiline

direnglidirler (Derbentli 1996).

Beta-laktamazlar, penisilin direncinin yayilmasina ve metisilin gibi beta-laktamaz

diren¢li antistafilokokal penisilinlerin gelistirilmesine neden olmustur. Penisilin



direngli S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in, B-laktamaz direngli yar1 sentetik
penisilinler (metisilin, oksasilin, nafsilin) 1960’l1 yillarda kullanima girmistir. -
laktamaza direngli penisilinlerin kullanima girmesinden kisa bir silire sonra bu
antibiyotiklere direngli suslarin gelistigi saptanmistir. Bu antibiyotiklerin hig
kullanilmadig1 iilkelerde bile direngli suslarin saptanmasi, bu diren¢ seklinin
stafilokoklarda daha onceden var oldugunu gostermistir. Bu direng sekline intrinsik
direng veya metisilin direnci adi verilmektedir. Bu direnci gosteren bakteriler
sefalosporinler de dahil tim [B-laktam antibiyotiklere direncglidirler ve bu suslara
metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslar1 denmektedir (Diindar ve Diindar 2002,
Prescott 2004).

B-laktam antibiyotiklere kars1i direncin temelindeki ikinci mekanizma;
penisilin baglayan proteinler (PBPs) olarak isimlendirilen bakterinin membranina

bagli proteinlerdeki degisimdir (Mulligan 1993).

MRSA suslarinin metisiline direncini saglayan ozellik, 2.1-kb’lik ekzojen
DNA parcasi olan ve horizontal olarak transfer edilebilen metisilin direng geni mecA
(Methicillin-resistant gene mecA)’y1 kazanmalar ile olugmaktadir. MRSA ilk olarak
1961 yilinda Ingiltere’de tanimlanmustir. Daha sonra diger iilkelerde de bildirilmistir.
19601 yillarda baz1 Avrupa iilkelerinde, 1970’li yillarda da Amerika da epidemik
boyutlar1 aragtirilmaya baglanmistir. mecA geni PBP’2a’y1 kodlamaktadir. Bu PBP,
normal stafilokok suslarinda bulunan PBP-1,2 ve 3’ten farkhidiri [-laktam
antibiyotiklere diisiik affinite gdstermektedir. Bu enzim sefalosporinler ve
karbapenemler de dahil olmak iizere tiim B-laktam antibiyotiklere diisiik affinitesi
nedeniyle, bu antibiyotiklerin varliginda aktivitesini devam ettirmekte ve bakteri
hiicre duvarinin peptidoglikan ¢apraz baglarin1 baglayarak bakterinin parcalanmasini
engellemektedir. (Derbentli 1996, Diindar ve Diindar 2002, Souso ve Lencastre
2004).

Stafilokok mastitislerinin tedavisisinde penisilinler ve aminoglikozidler tim
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Simdiye kadar S. aureus’lar arasindaki en
sik diren¢ benzilpenisilinler ve bunu takiben dihidrostreptomisin veya streptomisin

i¢in bildirilmistir. Farkl {ilkelerdeki MIK degerlerinin karsilastirilmas1 ve izolatlarn



duyarhiliklarindaki degisimlerin arastirilmasi, gelecekteki ilag kullanimlar1 igin

degerli bilgiler verecektir (Yoshimura ve ark. 2002).

Stafilokoklarda aminoglikozid direnci ¢ogunlukla bu grup ilaglar1 modifiye
eden enzimlerin kazanilmasiyla olusur. Bu enzimler, aminoglikozid fosfotransferaz
(APH), aminoglikozid niikleotidiltransferaz (ANT), aminoglikozid asetiltransferaz
(AAC)’ dir. Stafilokoklarda tetrasiklinlere kars1 direng, plazma membraninda bulunan
TET proteini ile antibiyotigin bakteri hiicresinden aktif olarak disar1 pompalanmasi
aracilifiyla ya da antibiyotigin ribozomal hedefinin modifikasyonu ile meydana
gelmektedir. Makrolid, linkozamid, sinerjistin ve ketolidlere direng, hedefin
modifikasyonu (ribozomun 50s alt birimi), asetiltransferaz enzimi ile antibiyotigin
inaktivasyonu ve ilacin aktif olarak MsrA proteini aracilifi ile disar1 pompalanmasi
mekanizmalari ile olusmaktadir. Stafilokoklarda kinolonlara direngte ise hedef DNA
girazin modifikasyonu, geg¢irgenligin azalmasi ve aktif pompalama mekanizmalari ile
olusmaktadir. S.aureus izolatlarinda rifampisine direng ise RNA polimerazi kodlayan

gendeki mutasyon sonucu meydana gelmektedir (Jehl ve ark. 2004).

Glikopeptid antibiyotikler birbirine kimyasal yap1 bakimindan ¢ok yakin iki
antibiyotikten (vankomisin ve teikoplanin) olusur. Vankomisin ve teikoplanin
arasindaki fark vankomisinin glikopeptid, teikoplaninin lipoglikopeptid olmasidir.
Yiiksek molekiil agirlikli (1.5-2 kDa) her iki antibiyotik ayni sekilde etki eder.
Glikopeptid antibiyotikler peptidoglikan sentezinin son agsamasini inhibe ederek hiicre
duvari sentezini durdurur. Glikopeptid, yeni olusan peptidoglikanla birlesmeye hazir
pentapeptid-disakkarit iinitesinin D-Ala-D-Ala terminalinine baglanarak etki eder.
Kiitleleri nedeniyle bagh glikopeptidler glikoziltransferaz ve transpeptidaz
aktivitelerini engeller ve boylece peptidoglikan uzamasi durur (Chadwick ve Wooster

2000, Jehl ve ark. 2004).

Baz1 S.aureus izolatlar1 vankomisine orta duyarhidir (VISA) ve teikoplanine
capraz direng goOstermektedirler. Uzun silire vankomisin tedavisi uygulanmig
hastalardan izole edilmislerdir. VISA suslarinda, vanA, vanB ve vanC genleri
bulunmamaktadir ve diren¢ mekanizmasi heniiz tanimlanmamistir. Peptidoglikanin

baglanma yeri peptidoglikan Onciiliniin D-Ala-D-Ala terminalidir. Direngli



enterokoklarda, baglanma noktasinda D-Ala-D-Ala yerine, vankomisine daha diistik
affiniteli D-Ala-D-Ser dipeptidi yer alir. Ancak, 1996°da Japon bir hastadan ilk olarak
vankomisin direngli MRSA izole edilmistir. Postoperatif yara enfeksiyonu olan
hastaya uzun siire vankomisin tedavisi uygulamanin sonucu olarak ortaya ¢ikmustir.
Daha sonra vankomisin direngli S. aureus izolasyonu ABD’de, Fransa’da, Kore’de,
Giiney Afrika’da ve Brezilya’da da rapor edilmistir (Hiramatsu 2001, Jehl ve ark.
2004).

Enterokok ve stafilokoklarda linezolid direnci 23S’lik rRNA’nin kodlayan
genlerdeki mutasyonlarla iligkili olarak olugmaktadir. Cok ender olarak
oksazolidinonlara direncli suslar izole edilmistir, ancak diren¢ mekanizmasi heniiz
bilinmemektedir (Jehl ve ark 2004). Tisodras ve ark.’lar1 (2001) 85 yasinda bir

hastadan linezolide direngli bir MRSA susu izole etmislerdir.

Tiirkiye’de ve yurt disinda stafilokok suslarinin g¢esitli antibiyotiklere karsi

duyarliliklarini belirlemek i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir.

Arda ve Istanbulluoglu (1980) Karacabey Haras1, Cifteler Haras1 ve Lalahan Zootekni
Arastirma Enstitiilerinde yetistirilen 1277 sagmal inegi CMT ile muayene etmisler;
mastitis olgularindan %31.1 oraninda S. aureus izole etmisler; izole ettikleri
stafilokoklarin penisiline %75, eritromisine %50, tetrasikline %70, gentamisine %60

oranlarinda direngli olduklarini belirlemislerdir.

Aydm ve ark.’nin (1995) Kars yoresinde yaptiklar1 bir ¢alismada, bu
hayvanlara ait mastitisli siitlerden %35.89 oraninda S. aureus ve %19.23 oraninda da
S. epidermidis izole etmislerdir. izole edilen S. aureus suslarinin penisiline %82,
tetrasikline %67, gentamisine %25 enrofloksasine %10 oraninda direngli olduklari;
S. epidermidis suslarinin ise penisiline %26, tetrasikline %13, gentamisine %6,

enrofloksasine %20 oraninda direngli olduklarini tespit etmislerdir.

Sahin ve ark.’nin (1997) Kars’da yaptiklar1 bir calismada inek siit

orneklerinden izole ettikleri S. aureus suslarinin penisilin direncini %88, eritromisin



direncini %17 bulurken enrofloksasine direngli sus tespit etmemislerdir. Yine ayni
calismada izole edilen S. epidermidis suslarinda ise penisilin direncini %70,
eritromisin direnci %10 oraninda bulunurken enrofloksasine direngli sus tespit

etmemislerdir.

Hadimli ve ark. (2001) Konya’da yaptiklar1 bir calismada mastitisli inek siit
orneklerinden izole ettikleri 107 stafilokok susunda, enrofloksasiline %98, oksasiline
%86, gentamisine %76, trimetoprim-+sulfametoksazol’e %71 oraninda duyarlilik ve

penisiline %61, eritromisine %46 oraninda direnglilik tespit etmislerdir.

Kuyucuoglu ve Ucar (2001) Afyon bdlgesinde bulunan 272 sagmal inegin CMT
pozitif siit orneklerinden izole ve identifiye edilen mikroorganizmalardan 62 (%40)
tanesi S. aureus ve 22 (%14) tanesini S. epidermidis olarak tespit etmislerdir. izole
edilen S. aureus suslarinin duyarliliklart penisiline %22, tetrasikline % 27,
eritromisine %54 ve enrofloksasine %59; S. epidermidis suglarimin duyarlikliklar: ise

strastyla %31, %68, %27 ve %40 oranlarinda tepit edilmistir.

Ugan ve Aslan (2002) Konya bolgesindeki mastitisli inek siitlerinden izole
ettikleri 81 koagulaz pozitif stafilokok susunda, en yiiksek oranda penisiline karsi
direng gelistigini (%85,2) tespit etmislerdir. Metisiline direngli bir sus izole

etmislerdir.

Kirecci ve Colak’in (2002) yaptig1 bir ¢alismada mastitisli inek siitlerden izole

ettikleri iki S. aureus susunda ve bir KNS susunda metisilin direng tespit etmislerdir.

Jones ve Bennett 1965 yilinda mastititisli siitlerden ve ¢iftliklerde c¢alisan
insanlarin burunlarindan siiriintii 6rnekleri almislar, izole ve identifiye ettikleri
stafilokok suslarinin hepsinin polimiksin B’ye direngli oldugunu ve penisiline %60,

eritromisin ve terasikline %100 duyarli olduklarini saptamislardir.

Pereira ve Siqueira-Junior (1995) Brezilya’da yaptiklari bir ¢aligmada, saglikli

ineklerin memebas1 derileri, burunlar1 ve mastitli hayvanlardan alinan siitlerden izole



edilen 46 S. aureus’un penisilin direnci %80, tetrasiklin direnci %15 ve eritromisin

direnci ise %2 bulunmustur.

Lange ve ark. (1999) Brezilya'nin giineyinde subklinik mastititsli ineklerin siit
orneklerinden izole edilen 66 S. aureus izolatinin gentamisin, penisilin G/ampisilin,
stilfometoksazol/trimetoprim duyarliligin1 incelemisler ve penisilin G/ampisiline

direnci %43.9 olarak belirlemisglerdir.

Vintov ve ark. (2003) yaptiklar1 bir calismada ABD ve Ingiltere, Irlanda,
Danimarka, Norveg gibi 9 Avrupa iilkesinden klinik ve subklinik mastitisli ineklerden
izole edilen 815 S. aureus izolatinin 20 farkli antibiyotige kars1 direncini
arastirmuglardir. Iskandinav iilkelerinde penisilin direncini diisiik tespit etmelerine
ragmen (Danimarka %19, Norve¢ %2, Izlanda %35, Isve¢ %29, Finlandiya %29,
Almanya %25 gibi), ABD (%50), Ingiltere (%67) ve Irlanda (%71) gibi iilkelerde

penisilin direncini ¢ok yiiksek saptamislardir.

Sabour ve ark. (2004) Kanada da yaptiklar1 bir ¢alismada klinik mastitisli
hayvanlardan kuru déneme ¢ikmadan once siit 6rnekleri almiglar ve 179 hayvandan
288 S. aureus izole etmislerdir. Antibimikrobiyal duyarlilik testi sonuglarina goére
%?24,5 en az bir antibiyotige direngli tespit edilmistir. En fazla direnci %9,9 oraninda
penisiline karsi tespit etmislerdir. Tilmikosin, eritromisin ve pirlimisin direncini

yalmizca %0,9 (2 i1zolat) olarak bulmusglardir.

Rajala-Schultz ve ark (2004) inek mastitis vakalarinda izole ve identifiye
ettikleri 139 stafilokok susunun ¢esitli antibiyotiklere kars1 direnglilik/duyarliliklarini
arastirmiglar %31,7 oraninda penisiline, %11,5 oraninda tetrasiline, %7,9 oraninda da

eritromisine direng belirlemislerdir.

Mork ve ark. (2005) Norveg’de 332 farkl: siirliden 231’1 si8ir, 82’si koyun ve
60’1 keciden izole ve identifiye edilen toplam 373 tane S. aureus izolatinin 13
antibiyotige kars1 diren¢/duyarliliklart aragtirmislar ve %2,9 oraninda penisilin direnci
tespit edilirken, sefalotin, enrofloksasin, eritromisin, gentamisin ve oksasiline direng

tespit edilememistir.



1.7. S. aureus izolatlarinin epidemiyolojisi

Gerek Veteriner Hekimlik gerekse Tip alanlarinda, epidemiyolojik
aragtirmalarin temel amaci bir patojenin dogadaki yayilma yollarim1 ve kaynaklarini
tam olarak belirleyerek etkili kontrol ve eradikasyon stratejileri gelistirmektir. Hem
insan hem de hayvanlarda 6nemli enfeksiyonlara neden olan S. aureus’un ¢ok sayida
susu vardir. Epidemiyolojik arastirmalarda etkenlerin alt tiplendirmelerinin (klonal
yakinliklarinin) yapilmasi gerekmektedir. Klon, farkli cografik bolgelerdeki farkli
kaynaklardan birbirinden bagimsiz olarak ve olasilikla farkli zamanlarda izole edilen,
fakat birbirinin ayn bir ¢ok fenotipik ve genetik 6zellige sahip oldugu i¢in belirli bir

orjinleri oldugunu diisiindiiren suslar toplulugudur (Derbentli 2002).

Veteriner Hekimlikte sigir mastitislerinin en 6nemli etkenlerinden biri olan
S. aureus’un bulasic1 bir patojen oldugu yillardir bilinmektedir. S. aureusun ana
rezervuarlar arasinda, infekte meme loblari, meme ve meme basi derileri, sagimda
kullanilan her tiirlii ara¢ gerecler sayilabilir. Ancak S. aureus‘lar barinak malzemeleri,
yemler, ahirda kullanilan ara¢ geregler, hava, ahirda bulunan diger hayvan tiirleri ve

bakicilardan da izole edilebilmektedir (Larsen ve ark. 2000, Zadoks ve ark. 2002).

Tiplendirme metotlari, mikroorganizmalarin karakteristik 6zelliklerini tespit
etmeye dayanan fenotipik metotlar ve mikroorganizmalarin kromozomal ve
ektrakromozomal genetik elementlerin analizine dayanan genotipik metotlar olmak

lizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Kapur ve ark.1995, Arbeit 1999).

Fenotipik metotlar: biyotiplendirme, antimikrobiyal duyarlilik/direnglilik
testleri, serotiplendirme, faj tipi ya da bakteriyosin tipi, elektroforetik protein

tiplendirme olarak siralanabilir (Derbentli 2002, Arbeit 1999).

Antibiyotik duyarlilik/direnclilik profil analizi (antibiyogram), laboratuarlarda
en ¢ok kullanilan, ucuz, uygulanmasi kolay, hizli ve ekonomik bir metottur. Fakat

aymrim giicii yeterli degildir. S. aureus’larin tiplendirilmesi i¢in kullanilan diger bir



fenotipik metot ise faj tiplendirmesidir (Bannerman ve ark. 1995, Foster 2003).
Stafilokok faj tiplendirmesi, Uluslararas1 Alt Komitenin (ICT)‘nin bildirdigi sekilde
pek cok laboratuvarda yillardir uygulanmaktadir. Suslar tiplendirilebildiginde teknik
hizli, kolay ve ayiriciligr yiiksektir. Ancak bu yontemde tiplendirilemeyen pek ¢ok
sus s0z konusu olmakta, oOzellikle MRSA’larda bu yontemin kullanimi smirl

olmaktadir (Bannerman ve ark. 1995, Gialluly ve ark. 2003).

Genotipik  yOntemler, fenotipik metotlara gore tiplendirilebirlirlik,
tekrarlanabilirlik ve ayirim gilicii bakimindan daha iistiin metotlardir. Genotipik
tiplendirme metotlar1, plazmid profil analizleri, kromozomal DNA’nin restriksiyon
endoniikleaz analizi, Random Fragment Length Polymorphism- PCR (RFLP-PCR),
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-PCR) ve Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) olarak siralanabilir. Bu tekniklerin hepsinin ayirim giicii,
tekrarlanabilirlik ve tiplendirilebilirliklerine gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir

(Tenover ve ark. 1995, Weller 2000, Sancak ve Giinalp 2001, Aslantas ve ark.2006).

Plazmidler, antibiyotiklere kars1 direng genleri ve viriilens faktorlerini tagtyan
sirkiiler yapida ekstrakromozomal genetik materyallerdir. Tiirler arasinda plazmid
degisiminin ¢ok fazla oldugu, insan patojenlerinin genetik degisiminin anlagilmasini
saglamada onemlidir. Stafilokoklarda bulunan bazi plazmidlerin, gram pozitif diger

bakteri cinslerinde de bulundugu bildirilmektedir (Ito ve ark. 2003).

Stafilokok plazmidleri kii¢lik, multiresistant ve konjugatif olmak iizere {li¢ ana
grup altinda siniflandirilmistir (Tablo 1 2.). Sinif I kii¢iik stafilokok plazmidleri 1-10
kb biiyiikliigiinde, ¢ift sarmalli DNA yapisindadir. Bu plazmidlerin 15-60 kopyast
bulunur ve genellikle bilinmeyen fenotipik 6zellikleri veya yalnizca bir direng geni
tagirlar. Sinif II multiresistance plasmidleri, 15-40 kb biiyiikliiglindedir ve yaklagik
4-6 kopyast bulunmaktadir. Sinif II plazmidler iizerinde B-laktamaz kodlayan gen
(blaZ) ve ¢ogul direnclilik genleri bulunmaktadir. Siif III plazmidler 30-60 kb



Tablo 1.2. Stafilokolarin plazmidleri (Skurray and Firth 1997).

Tip/aile/plazmid | Determinant | Biiyiikliik (kb)
Kiigiik

pT181 tetA(K) 4,4
pC221 cat 4,6
pS194 str 4,5
pC19%4 cat 2,9
pSK89 smr 2,4
pSK108 smr 2,4
pUBI10 aadD, ble 4.5
pSN2 - 1,3
pSK3 - 1,3
pE194 ermC 3,7
pSK639 dfirA 8,0
pSK697 dfrA, smr 11,0
pSK818 dfirA, tetA(K) 13,0
Coguldirencli

B-laktamaz ailesi

pI524(a) arsBC, blaZ, cadA, merAB 31,8
pl1147(B) arsBC, blaZ, cadA, cadB, merAB 32,6
pI258(y) arsBC, blaZ, cadA, ermB, merAB 28,2
pSK23(o/ B) aacA-aphD, cadA, merAB, gacB 38,0
pSK(o/ y) blaZ, cadA, merAB, gacA 28,8
pSK1 ailesi

pSKl1 aacA-aphD, drfA, gacA 28,4
pSK4 aacA-aphD, blaZ, drfA, qacA 35,1
pSK18 qgacA 18,9
Smiflandirilmamis

pIP630 vat, vga, vgh 22,7
pULS5050 msrA, blaZ, tet 31,5
Konjugatif

pSK41 ailesi

pCRG1600 aacA-aphD ,aadD, blaZ, smr 52,9
pGO1 aacA-aphD, aadD, drfA, smr 52,0
pGO400 mupA 34,0
pJE1 aacA-aphD, aadD, drfA, smr 50,0
pSK41 aacA-aphD, aadD, smr 47,8
pUW3626 aacA-aphD, aadD, blaZ, smr 54,4
Smiflandirimamis

pIP1156 vatB, drfA, blaZ, linA 60,0
pJ3358 tetA(K), mupA 34,2

tetA(K): tetrasiklin, cat: kloramfenikol, str: streptomisin, smr: organik katyonlar, aadD: neomisin-
kanamisin, ble: bleomisin, ermC: makrolid-linkozamid-streptogramin, dfrA: trimetoprim, arsBC:
arsenit/arsenat, blaZ: penisilin, cadA: kadmiyum/ginko, merAB: civa, aacA-aphD: gentamisin-
tetrasiklin-kanamisin, gacB: organik katyonlar, vat: streptogramin vga: streptogramin, vgh:
streptogramin, MsrA: makrolid-streptogramin, MUpA: mupirosin, linA: linkomisin.

biiyiikliigiinde konjugatif plazmidlerdir. Bazi diren¢ genlerini ve konjugatif transfer
(tra) determinantlarini tagirlar. Konjugatif plazmidler stafilokoklar arasinda meydana
gelen konjugasyonla sadece kendilerini aktarmazlar ayn1 zamanda kiigiik hareketli
plazmidleri de aktarirlar. Selektif antibiyotik baskisi nedeniyle, diren¢ determinantlari

bir susdan baska bir susa gecebilmektedir, konjugasyon, faj aracili transdiiksiyon ve



heniiz bilinmeyen mekanizmalarla tiir bariyeri asilabilmektedir ve bu durum
stafilokoklar arasinda antibiyotik direncinin yayginligiyla sonu¢lanmaktadir. VanA
gen kompleksini tagiyan bir transpozonun S. aureus’a son katkisi, anbiyotiklerin
selektif baskis1 sonucu vankomisin direngli enterokoktan (VRE) S. aureus’a genetik

transfer araciligiyla olusmustur (Skurray and Firth 1997).

Plazmid profil analizi epidemiyolojik ¢alismalarda DNA’ya dayali yapilan ilk
tiplendirme metodlarindan biridir. Yine MRSA’larin epidemiyolojik aragtirmalart i¢in
kullanilan ilk molekiiler teknik plazmid analizidir. Bu alanda plazmid analizi yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Incelenen bakterinin plazmid ekstraksiyonu yapildiktan
sonra agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulur. Izolatlarin tasidiklar1 plazmid
sayis1 ve biiytikliikleri belirlenerek suslar birbirinden ayrilabilmektedir (Weller 2000,
Arbeit 1999).

Plazmid analizi, suslarin ayiriminda ve salginlarin tanimlanmasinda fenotipik
tiplendirme metotlarindan daha iyi sonuglar vermektedir. Plazmid analizi, hizli ve
tekrarlanabilirlik 6zelliklerine sahiptir. Ayrica plazmid analizinde pek ¢ok sus
calisilabilmektedir (Kozarsky ve ark. 1986). Ancak plazmid analizinin bazi dez
avantajlar1 bulunmaktadir. Plazmidlerin bakteriler tarafindan kolaylikla kaybedilmesi
veya kazanilmasi ve her izolatin plazmid tagimamasi gibi nedenlerle bazi izolatlar

tiplendirilememektedir (Weller 2000, Foster 2003).

Stafilokoklarin ¢ogunda c¢ok sayida plazmid bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1 farkli tiirler arasinda konjugasyonla aktarilabilmektedir. Konjugasyonla
plazmid aktarimi, antibiyotik diren¢ determinantlarinin aktarilmasinda, 6zellikle de
aminoglikozid ve beta-laktam direnci i¢in olduk¢a Onemlidir. Koagulaz negatif
stafilokoklarda, plazmidten kromozoma veya transpozonlar ve plazmidler arasinda

direng genleri aktarilabilmektedir (Huebner ve Goldman 1999).

Baumgartner ve ark.’min(1984) Isvigre’de S. aureus mastitislerinin
epidemiyolojik analizi i¢in S. aureus izolatlrinin plazmid profillerini incelenmislerdir.

Elde edilen sonuglara gore iki veya bes farkli tipte S. aureus izole etmislerdir.



Albay ve ark. (1999) Giilhane Askeri Tip Akademisinde yaptiklart bir ¢aligmada
hastanede yatan hastalardan izole ve identifiye edilen 14 MRSA izolatinin plazmid
profillerini incelemisler ve elde ettikleri sonuglara gore 14 susun, 13 tanesinde 1,1-13

kb arasinda degisen ii¢ adet plazmid saptamislardir.

Lange ve ark. (1999) Brezilya’ da mastitisli ineklerden izole edilen 66
S. aureus susunun plazmid profil analizini yapmislardir. Caligmada 27 farkli plazmid
profili tanimlanmistir. Suglarin 2-50 kb arasinda degisen boyutlarda ve 1-5 arasinda
degisen sayida plazmid tasidigin1 ve 31 izolatin ise hi¢ plazmid tasimadigini tespit
edilmistir. Plazmid tasimayan suslarin ¢ogunun incelenen biitiin antibiyotiklere
duyarli  oldugunu belirterek, diren¢ genlerinin plazmid ile tasindigini

desteklemislerdir.

Sancak ve Giinalp (2001) Hacettepe Tip Fakiiltesnde yaptiklar1 caligmada
hastanede yatan hastalardan izole ettikleri MRSA suslarinin, kantitatif antibiyogram
testi ve plazmid profil analizi yontemiyle epidemiyolojik olarak tiplendirmesini
yapmiglardir. Plazmid analizi sonucunda 15 plazmid paterni elde edilmis ve bunlar

P1, P2;..., P15 olarak gruplandirilmistir.

Piccinini ve Zecconi (2001) Italya’da 21 siit sigircihign isletmesindeki
mastitisli ineklerden izole ve identifiye ettikleri S. aureus izolatlarinin plazmid varlig
ve dagiliminmi incelemislerdir. Elde edilen verilere gore, izolatlarda biiyiikliikleri
23kb-872bp arasinda degisen dokuz farkli plazmid belirlemislerdir. izolatlarin %96,4
(293)’tinde bir veya daha fazla plazmid tespit etmisler sadece 11 izolatta plazmid

belirlemisglerdir.

Ispanya’da Goni ve ark. (2004) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada
koyun ve tavsan orjinli 50 S. aureus izolatinin plazmid profil analizi yapilmis ve
yalnizca iki koyun izolatinda plazmid varlig1 belirlenmistir. Bu suglardan birinde

biiyiikliikleri 3-11 kb arasinda degisen 6 plazmid belirlenmistir. Tavsan orjinli 8



izolatta 11kb ve altinda degisen biiyiikliikkte iki ile bes arasinda degisen sayida

plazmid belirlemislerdir.

Aslantag ve ark.’1 (2006) Hatay bolgesindeki subklinik inek mastitislerinden
izole edilen 50 S. aureus izolatinin plazmid profilini incelenmisler elde edilen verilere
gore suslarin % 94’ilinde ¢esitli sayida ve biiyiikliikte plazmid tespit etmislerdir.

Cesitli antibiyotiklere direngli suslarin ¢ogunda plazmid izole etmislerdir.

Pulsed-Field Jel Elektroforez teknigi (PFGE) hem insan hem de hayvanlar i¢in
onemli bir patojen olan S. aureus’larin tiplendirilmesinde kullanilan genetik
metotlardan biridir. Schwartz ve Cantor tarafindan 1984’te gelistirilmis olan PFGE
yontemi agaroz jel elektroforezinin bir varyasyonudur. PFGE, ayirim giicii yiiksek,
tekrarlanabilirligi olan, giivenilir bir metottur. Bu nedenle, S. aureus izolatlarinin
tiplendirilmesinde tercih edilen bir sistem haline gelmistir ve giinlimiizde molekiiler
tiplendirme yontemleri icinde “altin standart” olarak kabul edilmektedir (Lange ve

ark. 1999, Zadoks ve ark. 2000).

Bu metotta digerlerinden farkli olarak suslar eritilmis agaroz ile karistirilir bir
deterjan-enzim karigimi ile lizise ugratilir ve restriksiyon enzimleri ile kesilir. Daha
sonra agaroz jelde pulsed-field elektroforez uygulanir. Aynmi bakteri tiiriiniin farkl
izolatlarinda bulunan genetik farkliliklar nedeniyle restriksiyon enzimleri ile kesilen
bolgelerde farkli olmaktadir. Bu teknik ile bakteri genomunun tiimiiniin bir modeli
cikartilmaktadir. Biitiin bakteri tiirleri PFGE ile tiplendirilebilmektedir. S. aureus,
vankomisin direngli enterokoklar, Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp,
Acinetobacter spp, P. aeruginosa ve Mycobacterium spp.’nin, g¢esitli viruslarin ve
protozoonlarin  epidemiyolojisinin  incelenmesinde bu yontem basar1 ile

uygulanmaktadir (Tenover ve ark. 1995, Zadoks ve ark. 2002, Derbentli 2002).

PFGE metotunda daha az sayida ve daha uzun fragmentler olusturan
rekstriksiyon enzimlerin kullanilmasi, daha uzun fragmentlerin olugsmasini saglayan

enzimler dogal olarak kromozom iizerinde daha az siklikta bulunan bdélgeleri tanirlar



ve genomu bu bolgelerden keserler. Boylece 0,5- 50 kb arasinda ylizlerce fragment
olusacagina 10- 800 kb uzunlugunda 5- 20 arasinda degisen sayida fragment
olusmaktadir. FElde edilen DNA fragmentleri, elektroforez islemi sirasinda,
konvansiyonel tekniklerde kullanilan agaroz jelin eleme etkisi nedeniyle ekarte
edilmektedir. Konvansiyonel metotlarda DNA fragmentleri diiz bir dogrultuda
katottan anota dogru hareket ederken, PFGE’de elektrik akiminin yonii kisa zaman

araliklarla periyodik olarak (“pulsed”) siirekli degismektedir (Weller 2000).

Bu metotta digerlerinden farkli olarak suslar eritilmis agaroz ile karigtirilir bir
deterjan-enzim karigimi ile lizise ugratilir ve restriksiyon enzimleri ile kesilir. Daha
sonra agaroz jelde pulsed-field elektroforez uygulanir. Ayni bakteri tiiriiniin farkh
izolatlarinda bulunan genetik farkliliklar nedeniyle restriksiyon enzimleri ile kesilen
bolgelerde farkli olmaktadir. Bu teknik ile bakteri genomunun tiimiiniin bir modeli
cikartilmaktadir. Biitiin bakteri tiirleri PFGE ile tiplendirilebilmektedir. (Lange ve
ark. 1999, Zadoks ve ark. 2000).

Elde edilen DNA bantlarindaki farkliliklara ya da benzerliklere gore
izolatlarin epidemiyolojik iliskileri yorumlanmaktadir. Onceleri iki izolat, arasinda
tek bir restriksiyon pargasinin bile farkli olmasi durumunda ayr1 genotipler olarak
kabul edilmekteydi (Prevost ve ark. 1992). Ancak son yillarda Tenover ve ark. (1995)
onerdigi yorum kriterleri kullanilmaktadir. Bu kriterlere gore; ayn1 say1 ve biiyiikliikte
bandlara sahip izolatlar “ayirtedilemez” olarak, ic banda kadar farklilik gdsteren
izolatlar “yakin iligkili” olarak, dort-alti band aras1 fark gosteren izolatlar
“muhtemelen iliskili” olarak, yedi ve iizeri band arasinda farklilik bulunan izolatlar

“iligkisiz” olarak kabul edilmektedirler.

Seguin ve ark. (1999) Amerika’da yaptiklari bir ¢aligmada 11 hasta attan
nazokomiyal epidemiye neden olan MRSA suslari izole etmigler ve bu suslar ile
personelden izole ve identifiye edilen MRSA izolatlarinin benzerligini PFGE metotu

ile arastirmislardir.



Annemiieller ve ark. (1999) Almanya’da 6 farkl ciftlikte bulunana mastitisli
ineklerden izole ve identifiye ettikleri 25 S. aureus izolatinin genetik yakinligini

PFGE metotu ile belirlemisler ve 5 farkli restriksiyon paterni belirlemislerdir.

Stephan ve ark. (2001) isvigre’de 34 farkli ¢iftlikten mastitisli ineklerden izole
ve identifiye ettikleri 34 S. aureus izolatinin PFGE metotu ile genetik yakinliklarini
incelemisler ve elde edilen sonuglara gore S. aureus izolatlarim 11 farkli paterne

ayirmislardir.

Zadoks ve ark. (2002) Amerika’da 43 farkli siiriideki inek meme bas1 derisi
(n:70), sagim makinasi (n:4), sigir siitleri (n:117) ve bakicilarin ellerinden (n:4) izole
ve identifiye ettikleri toplam 225 S. aureus izolatim PFGE ile tiplendirmisler,
izolatlarin Smal restriksiyon enzimi ile kesilen genomik DNA’larindaki farkliliklara

gore 24 ana ve 17 alttipe ayirmiglardir.

Vautor ve ark. (2003) Fransa’da 10 koyun ciftliginden izole ve identifiye
ettikleri 179 S. aureus izolatim PFGE ile tiplendirmisler ve 24 pulsotip

belirlemislerdir.

Sabour ve ark. (2004) Kanada’da 58 siit sigircilig1 isletmesinden izole ettikleri
288 S. aureus izolatin Smal enzimi ile makrorestriksiyon analizini yapmuslar ve

izolatlar1 6 ana kiimeye 29 pulsotipe ayirmiglardir.

Goni ve ark. (2004) Ispanya’da koyun ve tavsan ciftliklerindeki mastitisli
tavsan ve koyunlardan izole ve identifiye ettikleri 50 S. aureus izolatinin PFGE ile
klonal yakinliklar1 incelenmisler ve elde edilen sonuglara gore 50 S. aureus izolati

%80 benzerlikle 18, %90 benzerlikle 33 ve %95 benzerlikle 37 tipe ayrilmistir.



Haveri ve ark. (2005b) Finlandiya’da yaptiklar1 ¢alismada 70 siit inegi isletmesinden
topladiklar1 217 S. aureus izolatinin PFGE metodu ile tiplendirmisler ve 22 farkli

pulsotip belirlemislerdir.

Bu calismanin amaci, S. aureus’un iilkemizdeki epidemiyolojisine katkida
bulunmak i¢in siit sigircili@i isletmelerindeki mastitisli ineklerin siitlerinden,
memebast derilerinden ve inek bakicilarindan izole ve identifiye edilen S. aureus
suslarmin c¢esitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik/direnglilik profillerini (Minumum
Inhibitér Konsantrasyonlarmi MIK) belirlemek, plazmid profil ve Pulsed Field Gel
Elektroforez (PFGE) teknigi ile klonal yakinliklarini saptamaktir.

Tiirkiye’de Veteriner Hekimlik alaninda PFGE ydnteminden yararlanilarak
mikroorganizmalarda klonal yakinliklarin incelenmesi konusunda bugiine kadar
herhangi bir calisma gerceklestirilmemistir. Kirikkale ili ve c¢evresindeki siit
sigirciligr isletmelerindeki mastitisli ineklerin siitlerinden, meme basi derilerinden ve
burun mukozalarindan izole ve identifiye edilen S. aureus izolatlar1 ile bu
isletmelerdeki bakicilarin burun ve ellerinden izole ve identifiye edilen S. aureus
izolatlarinin PFGE yontemiyle gergeklestirilen molekiiler tiplendirme c¢aligmalari
tilkemizde bu alanda ilk calisma niteligindedir. Bu konudaki c¢aligmalar farkli
bolgelerde de gergeklestirilerek gerek insan gerek veteriner hekimlik alaninda 6nemli
hastaliklar ve ekonomik kayiplara neden olan §. aureus’un molekiiler
epidemiyolojisinin aciklanmasina ve s6z konusu etkenin insan ve hayvanlarda neden

oldugu hastaliklarin tedavi ve kontroliine 6nemli katki saglayacaktir.



2. GEREC VE YONTEM

Kirikkale ili ve ¢evresinde bulunan 14 adet kiigiik Olcekli (1- 9 bas sagmal
inek) ve 6 adet orta dlgekli (10 ve 30 bas sagmal inek) siit sigirciligr igletmesi Nisan
2005 - Ocak 2006 tarihleri arasinda ziyaret edildi. Degisik 1rk ve yaslarda laktasyonun
cesitli donemlerinde bulunan 109 sagmal inegin burun mukozalarindan, meme basi
derilerinden ve bu isletmelerde bulunan 21 hayvan bakicisinin el ve burunlarindan
striintii 6rnekleri alindi. Ayrica deri ve burun siirlintii 6rnekleri alinan ineklerden siit

ornekleri de alind.

Alman 1167 ornekten stafilokok tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu
yapildi. Izole ve identifiye edilen S. aureus izolatlarmin gesitli antibiyotiklere karsi

duyarlhiliklar1 E-test metodu ile belirlendi.

Orneklerden izole ve identifiye edilen 96 adet S. aureus izolatinin plazmid
profil analizi ve Pulsed-Field Gel Electrophores (PFGE) metotu ile molekiiler
tiplendirilmeleri yapildi.

2.1. Orneklerin alinmasi

Meme bas1 derisinden siiriintii 6rnegi alinmasindan 6nce usuliine uygun olarak
ilik temiz su ile ineklerin meme baglar1 iyice yikandi ve kurulandi. Her inegin dort
meme bas1 derisinden ayr1 ayr1 Cary-Blair transport besiyeri iceren ekiivyonlar ile
stirintli 6rnekleri alindi. Ayrica bu ineklerin sag ve sol burun mukozalarindan da Cary-
Blair transport besiyeri igeren ekiivyonlar ile siiriintii 6rnekleri alindi. Daha sonra
ineklerin meme basi derisi %70’lik alkol ve bez yardimiyla iyice silindikten sonra, her
meme lobundan 2-3 defa disariya sagim yapildi ve California Mastitis Test (CMT)
uygulandi. Hem CMT pozitif hem de CMT negatif meme loblarindan stafilokok
izolasyonu igin steril cam tiiplere 10 ml siit érnekleri alindi. Ornekler soguk sartlar

altinda en kisa siirede laboratuara getirildi.

Isletmelerde bulunan bakicilarin sag ve sol burun mukozalarindan Cary-Blair
transport besiyeri i¢eren ekiivyonlar ile burun mukozasindan siirtintii 6rnekleri alindi.

Yine ayni insanlarin sag ve sol el derilerinden de ekiivyonlarla siirtintii 6rnekleri alind.



Stafilokok izolasyonu i¢in kullanilan materyallerin kdkeni ve sayilar1 Tablo 2.

1’de verilmistir.

Tablo 2. 1. Stafilokok izolasyonu icin kullamlan 6rneklerin kokenleri ve sayilari

Koken Tiri Materyal sayis1
Meme bag1 deri siirlintiisii 436
Inek Burun siiriintiisii 218
Stit 429"
El siiriintiisii 42
Bakici
Burun siirlintiisii 42
Genel 1167

"6 bas inege ait 7 meme lobu kor oldugundan bu loblardan siit 6rnegi alinmamustir.
2.2. izolasyon ve tammlama cahsmalari

2.2.1. Besiyerleri

Stafilokok izolatlarinin izolasyon ve tanimlama calismalarinda, %5 koyun kani
ile zenginlestirilmis Kanli Agar (Oxoid-ingiltere), *’Staphylococcus Medium 110
Agar’” (Oxoid-Ingiltere), “’Tryptic Soy Agar’’ (Merc-Almanya), ¢’Tripticase Soy
Broth’” (Merc-Almanya) besi yerleri kullanildi. Besi yerleri iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda hazirlandi. Hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii i¢in bir gece 37 °C

de bekletildikten sonra kullanilincaya kadar + 4 °C de saklandu.

E-test yontemi i¢in tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanan Mueller-
Hinton Agar (Merc-Almanya) 15 cm capindaki petrilere kalinligi 4mm olacak sekilde
dokildi. Hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii igin bir gece 37 °C de bekletildikten

sonra kullanilincaya kadar + 4 °C de saklandh.



2. 2. 2. Stafilokoklarin izolasyonu ve tanimlanmasi

Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri vorteks ile karistirildiktan sonra %5 Koyun
Kanli agara 0.01pul miktarinda ekimleri yapildi ve 37 C°24- 48 saat acrobik atmosferde
inkiibasyona birakild1. Ureyen koloniler morfolojileri ve hemoliz 6zelliklerine gore
degerlendirildi. Yuvarlak, kenarli ve iizeri diizgiin 1-2 mm ¢apinda beyaz, gri veya sar1
renkli koloniler stafilokok stipheli olarak degerlendirildi ve igne uclu 6ze ile % 5

koyun kanl1 agara pasajlanarak saflastirildi.

Ineklerin meme bas1 derisi ve burun mukozasi ile bakicilarin el ve burun
mukozasi siiriintii 6rneklerinin stafilokoklarin izolasyonu i¢in selektif bir agar olan
“’Staphylococcus Medium 110 agar’’a ekimleri yapildi ve 35 °C de 18 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda yuvarlak, iizeri piiriizsiiz, 1-2 mm capinda sar1, krem veya
beyaz koloniler stafilokok olarak degerlendirildi. igne uclu 6ze ile % 5 koyun kanli

agara pasajlanarak saflastirildi.

Kanli agarda iireyen kolonilerin morfolojileri, Gram boyanma 6zellikleri,
koyun eritrositleri lizerinde hemoliz olusturma 6zellikleri degerlendirildi.
Stafilokoklarin, streptokoklardan ve mikrokoklardan ayrimi i¢in katalaz ve modifiye
oksidaz testi yapildi (Faller ve Schleifer 1981, Baron ve ark. 1994, Quinn ve ark.
2000).

2.2.2.1. Katalaz testi

Katalaz testi Baron ve ark. gore (1994) gerceklestirildi. Saf olarak Tryptic Soy
Agar da iiretilmis 24 saatlik kiiltiirden temiz bir lam {izerine 6ze yardimiyla aktarildi.
Bir damla %3 °‘liik hidrojen peroksit lamin iizerine damlatildi. Gaz ¢ikis1 pozitif olarak

degerlendirildi.



2. 2. 2. 2. Modifiye oksidaz testi

Bu test Faller ve Schleifer (1981)’e gore gerceklestirildi. Bu test stafilokoklar
ile mikrokoklarin ayirimi i¢in yapildi. Tryptic Soy Agar da lireyen 24 saatlik
kolonilerden steril ekiivyon yardimiyla alinip temiz bir filtre kagidi iizerine stiriildii.
Daha sonra filtre kagit1 izerindeki bakteriye bir damla modifiye oksidaz soliisyonu
%6’ lik tetrametilfenilendiamin damlatildi. Iki dakika igerisinde kolonilerin koyu mavi
renge doniismesi pozitif olarak degerlendirildi. Mikrokoklarda renk degisimi olusurken
stafilokok suslarinda renk degisimi olusmamaktadir. Modifiye oksidaz testinde pozitif
kontrol olarak Micrococcus luteus ve negatif kontrol olarak da S. aureus ATCC 25923

susu kullanilda.

2.2.2. 3. Tip koagiilaz testi

Stafilokok olarak tanimlanan susglarin koagiilaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
tiip koagulaz testi Baron ve ark. (1994)’na gore gerceklestirildi. Tiip koagulaz testi i¢in
EDTA’l1 tavsan plazmasi kullanildi. Tavsan plazmalari taze olarak elde edildi ve 1/5
oraninda sulandirildi. Sulandirilma isleminden sonra 13x100 mm’lik cam tiiplere 0.5
ml miktarinda paylastirildi. Bakterilerin saf ve taze kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla
alian koloniler hafif egik tutulmus tiiplerde, tiipiin yan duvarinda plazma ile
homojenize edildi. Daha sonra tiipler dik bir sekilde 37°C de inkiibe edildi ve 1., 2., 4.
ve 24. saatlerde kontrol edildi. Tiipler hafif sekilde calkalaninca bir jel olusumu veya
pithtinin dagilmamasi test edilen bakterilerde koagulaz enziminin varligini gosterdi ve
pozitif olarak degerlendirildi. Tiip koagulaz testinde pozitif kontrol olarak S. aureus

ATCC 25923 ve negatif kontrol olarak da Staphylococcus epidermidis susu kullanildi.

S. aureus un tiip koagulaz testi pozitif olan S. intermedius ve S. hyicus
tiirlerinden ayirimi1 Roberson ve ark. (1992)‘na gore asetoin ve mannitoliin anaerobik
kullanimu testi yapilarak gerceklestirildi. Tiip koagulaz ve asetoin testi pozitif olan ve
mannitol sekerini hem aerobik hem de anaerobik kullanan suslar ~ S. aureus olarak

tanimlandi.



2.2.2.4. Voges-Proskauer deneyi (Asetoin testi)

Voges Proskauer testi Ruoff ve Ferraro (1986)’e gore gergeklestirildi. Kiiciik
tiiplere hazirlanan 1ml MR/VP besi yerine ekilen bakteriler 35 °C de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiir siispansiyonun iizerine énce 0.6 ml alfa naftol
ayiracindan ve hemen arkasindan 0.2 ml % 40’lik KOH ayiracindan damlatildi. Besi
yerinin hava ile temas etmesi i¢in ¢alkaland1 ve dik olarak 10- 15 dakika bekletildi. Bu
stire sonunda kirmizi rengin olugmasi bakterilerin asetoin olusturmus olduklari
seklinde degerlendirildi. Voges Proskauer testinde pozitif kontrol olarak S. aureus

ATCC 25923 susu kullanildu.

2. 2. 2. 5. Mannitoliin anaerobik kullanimi

Mannitoliin anaerobik kullanimu testi, Facklam (1971)’a gore gerceklestirildi.
%1 Mannitol ve Brom Creosol Purple indikatorii iceren ‘’Heart Infusion Broth”’
hazirlandi ve 5 ml olacak sekilde tiiplere paylastirildi. Bu tiipler otoklav edilerek steril
edildi ve kullanilana kadar buzdolabinda saklandi. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin 24
saatlik taze kiiltiirlerinden mannitol iceren besi yerlerinin iki tanesine ekim yapildi.
Tiiplerden biri 2 cm kalinliginda steril siv1 parafinle kapatilarak 37 °C de 3-10 giin
inkube edildi. Besi yerinin mor renginin sartya donlismesi pozitif olarak kabul edildi.
Pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 susu ve negatif kontrol olarak da

Staphylococcus epidermidis susu kullanildi.

S. aureus olarak tanimlanan stafilokoklar disindaki tiim stafilokok suslarinin

identifikasyonu i¢in BD BBL Crystal™

(Becton Dickinson- ABD) kullanildi. Uretici firmanin bildirdigi sekilde saf olarak

Identification Systems Gram-Positive ID Kit

tiremis 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden hazirlanan 0,5 Mac Farland bulanikligindaki
bakteri siispansiyonu kit paneline hava kabarcigi olusturulmadan dokiiliip, kapagi
dikkatli bir sekilde kapatildi. Panel 35-37 °C de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda panel BBL Crytal Panel Okuyucu (Becton Dickinson- ABD) da



degerlendirilip, sonuglar BBL Crytal bilgisayar yazilimina (Becton Dickinson- ABD)

girilerek bakteri tanimlanmasi yapildi.

Tanimlanan stafilokok izolatlari, diger testler yapilana kadar stok besi yeri

icerisinde (Trypticase Soy Broth + %20 Gliserol) -20 °C de sakland.

2. 3. Antibiyotik duyarhlik testleri

Izole edilen S. aureus izolatlarinin direng profilleri E-test metodu ile belirlendi.

[zolatlarin metisiline direncini tespit etmek icin E-test metodundan 6nce Disk

Difiizyon yontemi ve Oksasilin tarama plaklar: kullanildi.

Disk diflizyon yonteminde metisilin disklerinin kullanilmasi hatali duyarl
sonuclarin alinmasina neden olabilecegi i¢in saklama sirasinda daha dayanikli ve daha
giivenilir olan oksasilin ve sefoksitin disklerinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bu
nedenle metisilin direncinin tespiti i¢in 1pg’lik oksasilin ve 30pg’lik sefoksitin diskleri

ile Kirby-Bauer metotu kullanild1 (CLSI, 2002).

Oksasilinli tarama plaklari, metisilin direngli S. aureus (MRSA)’larin tespiti
icin kullanilan bir metottur. Stafilokoklar, NaCl (%4 w/v; 0,68 mol/L) ve 6 ng
oksasilin/ml igeren Mueller-Hinton agara inokule edildi. Bakteri suslar1 Mc Farland
0,5’e gore sulandirildiktan sonra agarin ylizeyine steril sivap yardimiyla ekildi ve 37
°C de 24 saat inkiibe edildi. Ekim alaninda bir koloninin bile tiremis olmasi, test edilen

bakteri susunun oksasiline direncli oldugunu gostermektedir (CLSI, 2002).

Stok besi yerinde -20 °C de saklanan bakteriler oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra
bir 6ze dolusu alinarak %5 Koyun Kanli agara ekildi ve 35 °C de 24 saat inkiibe edildi.
Saf olarak tireyen bakteri kolonilerinden bir iki koloni 6ze yardimiyla alinarak steril
2ml fizyolojik su iceren tiiplerde 0,5 Mc Farland bulanikligina ayarlandi. 0,5 Mc

Farland bulanikligindaki bakteri siispansiyonundan steril ekiivyon yardimiyla, 15cm



capinda petrilere 4mm kalinliginda olacak sekilde hazirlanan Mueller Hinton Agar besi
yerinin yiizeyine uygun sekilde yayildi. Penisilin G, sefalotin, eritromisin, gentamisin,
enrofloksasin, tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, rifampin, oksasilin,
vankomisin, linezolid antibiyotiklerinin E- test stripleri (AB-Biodisk- Sweden) agar
ylizeyine uygun araliklarla yerlestirildi ve petriler 35°C de bir gece inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda bakteri iiremesinin inhibe oldugu yerdeki MIK degerleri kayit
edildi ve sonuglar Klinik Laboratuar Standartlar Enstitii’stiniin (Clinical Laboratory
Standart Institue (CLSI)) standart sinir degerleri dikkate alinarak yorumlandi. Test
kontrolii olarak S. aureus ATCC 29213 susu kullanildi.

2. 4. Plazmid profil analizi

Izole edilen 96 adet S. aureus izolatmin plazmid analizi yapildi. Plazmid DNA

izolasyonu Sener ve ark. (2004) gore yapildi.

2. 4. 1. Plazmid DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Ethidiyum Bromid (Sigma-Almanya): 10 mg/ml (steril distile su i¢inde)

Lizostafin (Sigma-Almanya): 1 mg/ml (steril distile su i¢inde)

Lizozim (Sigma-Almanya): 100 mg/ml (steril distile su i¢inde)

Riboniikleaz A (Sigma-Almanya): 10 mg/ml (steril distile su i¢inde)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma-Almanya): %10 (Steril distile su i¢inde-w/v)

10X TBE:  Tris (Sigma-Almanya) 108 g/lt

Borik asid (Sigma-Almanya) 55 g/lt

EDTA (Sigma-Almanya) 20 ml/1t [0,5 M (pH: 8,0)]
NaCl-EDTA: NaCl (Merk-ABD) 25M

EDTA (Sigma-Almanya) 50 mM (pH:7,5)

Yiikleme tamponu:  Sukroz (Sigma-Almanya): %40 (distile su i¢cinde , w/v)

Orange-G (Sigma-Almanya): % 0,25 (w/v)



2. 4. 2. Plazmid DNA izolasyonu

Izole edildikten sonra —20 °C de stok besi yerinde saklanan S. aureus suslari
oda 1s1sinda ¢dzilindiikten sonra bir 6ze yardimiyla Mueller Hinton Agara (MHA)
ekildi ve 37 °C de 24 saat inkiibe edildi. MHAda saf olarak lireyen bakterilerden igne
uclu 6ze yardimiyla bir-iki koloni alinarak 3 ml Tripticase Soy Broth (TSB) besiyeri
iceren tliplere ekimleri yapildi. Tiipler, bir gece yatay calkalayicida 200 rpm hizda
calkalanarak 37°C’de aerobik sartlarda inkiibe edildi. Ureyen taze bakteri
siispansiyonundan 1 ml alinarak, 1 mI’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 6000 rpm’de 5
dakika stireyle santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5417R- Almanya) edildi. Santrifiij
isleminden sonra {ist s1v1 atild1. Santrifijj tlipliniin dibinde kalan pelet lizerine 50 pl
lizostafin (Sigma-Almanya), 30 ul lizozim (Sigma-Almanya), 25 pl riboniikleazA
(Sigma- Almanya) ve 295 ul NaCL-EDTA (NaCl Merk-ABD - EDTA Sigma-
Almanya) ¢ozeltisinden eklenerek karistirildi. Bakteri ve enzim karigimi 37 °C de 60
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ayni tiipe 400 pl %10’luk Sodium Dodesil
Siilfat (SDS) (Sigma-Almanya) ilave edilerek birkac¢ kez alt-iist edildi. Karigtirma
isleminden sonra 14000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edildi ve plazmid analizi i¢in iist
stvidan 300 pl aliarak yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi. Plazmid profil analizi i¢in %
0,8’lik agaroz (Sigma-Almanya) iceren jel hazirlandi. Tartilan agaroz 0,5X TBE
tamponuyla eritildikten sonra igerisine 0,5 pg/ml miktarinda Ethidiyum Bromid
(Sigma-Almanya) katilarak hazirlandi. Hazirlanan jelin orta kuyucuguna 2067-16210
bp’lik marker (Sigma-Almanya) diger kuyucuklara ise 20 pl plazmid DNA iceren
¢ozelti esit miktarda yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra yiiklendi. Jel,
elektroforez tank1 ve giic kaynagi (Mini Sub Cell GT System/BioRad-ABD)
kullanilarak 90 voltta 3 saat elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforezden sonra plazmid
bant goriintiileri, UV 151k altinda GelDoc goriintiileme sistemi (GelDoc/BioRad-ABD)

yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilarak degerlendirildi.



2. 5. Pulsed- Field Gel Electrophores (PFGE) Analizi

S. aureus (96 adet) izolatlarinin klonal yakinliklarini belirlemek i¢in Lencastre

ve ark. (1994) gore PFGE ile analizleri gergeklestirildi

2.5. 1. PFGE’de kullanilan ¢o6zeltiler

1M Tris pH 8
121,1 gr Trizma Base (Sigma-Almanya) tartildi 1 litre distile suda iyice ¢oziildiikten

sonra otoklavlanarak steril edildi, kullanilincaya kadar oda 1sisinda tutuldu.

0,5 M EDTA pH 8

186,1 gr EDTA (Sigma-Almanya) tartildi. Once 800 ml suda iyice giiziildiikten sonra
pH 8’e ayarlanip 1000 ml’ye tamamlandi (pH 8 i¢in yaklasik 20 gr NaOH eklenir).
Hazirlanan c¢ozelti otoklanarak steril edildi ve kullanilincaya kadar oda i1sisinda

bekletildi.

PIV Cozeltisi (10mM TRIS pH 8,0, 1 M NaCl)

IM Tris pH 8’lik ¢ozeltiden 5 ml alinip 500ml’lik 1s1ya dayanikli cam siseye konuldu.
Uzerine 29,2 gr Sodyum kloriir eklendi ve distile su ile 500ml’ye tamamlandi. Iyice
cozildiikten sonra otoklavlanarak steril edildi ve kullanilincaya kadar oda 1sisinda

bekletildi.

EC Cozeltisi

IM Tris pH 8’lik ¢ozeltiden 3 ml alinip 500ml’lik 1stya dayanikli cam siseye konuldu.

Uzerine 0,5 M EDTA pH 8  ¢bdzeltisinden 100 ml eklendi. 29,2 gr Sodyum kloriir,
1 gr Sodium deoxycholate (Ambresco Inc.- ABD), 2,5 gr Sodyum

laurylsarcosine (Sigma- Almanya) eklendi ve distile su ile 500 ml’ye tamamlanda.

Otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar oda 1sisinda tutuldu.



Stafilokok icin EC lizis ¢ozeltisi

EC ¢ozeltisinden 12,75 ml almarak steril tek kullanmlik tiipe aktarildi. Uzerine 10
mg/ml RNase A (Sigma-Almanya), 20 mg/ml Lysozyme (Sigma- Almanya), 1 mg/ml
Lysostaphine (Sigma- Almanya) enzimlerinin her birinden 75 pl eklendi. Cozelti

kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.

ES Cozeltisi
0,5 M EDTA pH 9’luk ¢dzeltiden 100 ml alindi ve cam siselere konuldu. Uzerine 1 gr
Sodyum laurylsarcosine (Sigma- Almanya) tartilip eklendi. Otoklavda steril edildikten

sonra kullanilincaya kadar oda 1sisinda bekletildi.

ESP cozeltisi
50ml ES ¢ozeltisi steril cam tiipe aktarildi. Uzerine 50mg Proteinaz K (Sigma-

Almanya) eklendi. karisim kullanmadan hemen 6nce hazirlandu.

1 X TE (Tris, EDTA) tamponu
(10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8)
1 M Tris pH 7,5’luk ¢6zeltiden10 ml alindi. 0,5 M EDTA pH 8 ¢6zeltisinden 2 ml, 1

litrelik 1s1ya dayanikli cam siselere koyuldu ve tizeri 1000 ml’ye kadar steril distile su
ile tamamlandi. Otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar oda isisinda

tutuldu.

10 X TBE (Tris, Boric asit, EDTA) tamponu

108 gr Tris Base tartildi ve 1 litrelik 1s1ya dayanikli cam sigelere koyuldu iizerine 55 gr
Borik asit ve 0,5 M EDTA pH pH 8’lik ¢ozeltiden 40 ml eklendi. Distile su ile 1000
ml tamamlandi. Otoklavda steril edildikten sonra kullanilincaya kadar oda 1sisinda

bekletildi.

0,5 X TBE (Tris, Boric asit, EDTA) Yiiriitme Tamponu hazirlanmasi
10 X TBE ¢o6zeltisinden kullanmadan 110 ml alinarak steril cam meziire konuldu.

Uzerine 2090 ml steril distile su konuldu. Kullanmadan dnce hazirlandi.



Yiikleme cozeltisi

25 mg “’Bromphenol Blue’’ steril 50ml’lik bir tiipe aktarildi. 10 ml 1 X TE ve 10 ml
Gliserol eklendi. 1IN NaOH ‘ten birka¢ damla damlatildi (pH artis1 i¢in) Renk yesilden
maviye degisince yiikleme ¢ozeltisinin hazir oldugu belirlendi. Kullanilincaya kadar

oda 1s1sinda birakilda.

2. 5. 2. Pulsed- Field Gel Elektroforez

Bakterilerin ¢cogaltilmasi: Stok besi yerinde —20°C de saklanan S. aureus
izolatlar1 oda 1s1sinda ¢oziindiikten sonra bir 6ze yardimiyla %5 koyun kanli agara
ekildi ve 37 °C de 24 saat inkiibe edildi. Saf olarak tiremis tipik S. aureus
kolonilerinden, bir koloni segilerek igne u¢lu 6ze yardimiyla Sml steril “’Tripticase
Soy Broth’’ (TSB) igeren tiipe ekildi. Bir gece 37°C’de aerobik atmosferde inkiibe
edildi. Tipler, inkiibasyondan sonra 6000 rpm de 10 dakika santrifiij edilip st siv1
atild1. Tipiin dibinde kalan bakteri peleti {izerine 1 ml PIV ¢ozeltisi eklendi. Karisim
vorteks yardimiyla ¢alkalandiktan sonra otomatik pipet yardimiyla Iml alinarak steril
ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra 10.000 rpm de 10 dak santrifiij (Eppendorf
Centrifuge 5417R) edildi ve st s1v1 atild1.

DNA disklerinin hazirlanmast: Peletin tizerine 200 pl PIV ¢6zeltisi eklendi.
Karigimdan 100 pl alinarak igerisinde %2’lik Ligth Melting Agaroz (100 pl) (Gibco
BRL- Ingiltere) bulunan steril bir ependorf tiipe aktarildi. Uzeri diiz, 20x20cm
biiyiikliigiinde camlar alinip ylizeyleri kagit parafilm ile diizgiin bir sekilde kaplandi.
Daha sonra parafilmin iizeri %70’lik alkol ve gazli bez ile dikkatli bir sekilde silindi.
Bakterili PIV ¢ozeltisi ile Ligth Melting Agaroz karisimindan 20ul’ ye ayarlanmis
otomatik pipet yardimiyla parafin kapli cam {izerine her 6rnek i¢in 8-10 DNA diski
hazirland1. Diskler 10 dak. +4°C’de bekletilerek katilasmasi saglandi. Soguyup
katilasan diskler 1 ml EC lysis ¢ozeltisi i¢eren tiiplere steril tek kullanimlik 6ze
yardimiyla aktarildi. Diskler, 1 gece 37°C de EC lizis ¢ozeltisi igerisinde bekletildi.
Siire sonunda EC lizis ¢ozeltisi dokiildii ve 1 ml ESP ¢ozeltisi eklendi. ESP ¢ozeltisi
konan tiipler 56 °C’de 1 gece bekletildi. Sonra 1X TE buffer ile DNA diskleri 5 kez



yikandi. Yikama isleminden sonra DNA disklerine 2 ml 1XTE buffer eklendi ve
4°C’de, kesim islemine kadar bekletildi.

Immobilize ortamda bulunan DNA 6rneklerinin kesim islemi: Smal enzimi
(Serratia marcescens CCC-GGG bolgelerinden DNA’y1  keser) yardimiyla
gerceklestirildi. Bu amagla 1XTE buffer igerisinde 4°C’de bekletilen her izolattan bir
disk 6ze yardimiyla steril bir ependorf tiipiine aktarildi. Uzerine 70pl restriksiyon s1visi
konularak 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Siire sonunda 100ul’lik mikropipet ile
restriksiyon sivist uzaklastirildi. 15 U Smal (Roche- Almanya) enzimi iceren 45 pl
restriksiyon sivisi, diskler tizerine konuldu ve 37°C’de 1 gece bekletildi. Siire sonunda

restriksiyon islemini durdurmak i¢in her tiipe 5 pl yiikleme ¢ozeltisi eklendi.

Elektroforez islemi: PFGE isleminde tagiyict ortam olarak kullanilan 0,5 X
TBE cozeltisi icerisinde hazirlanan % 1,1 oraninda High Melting Agaroz (Genaxis
Spech Bach -Almanya) cihazinin agaroz platformunda (Gene Navigator Pharmacia -
Isvec) hazirland1. Olusan her kuyucuga bir disk yerlestirildi. Ortadaki kuyucuga da A-
ladder (Sigma-Almanya) yerlestirildikten sonra Gene Navigator Pharmacia (Isveg)’da
DNA’lar 12 saat elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez isleminden sonra 1ug/ml
etidiyum bromid iceren 300ml boya soliisyonu igerisinde oda 1sisinda 30 dakika
bekletilerek jelin boyanmasi saglandi. Boyama isleminden sonra jel, 300ml distile su

icerisinde 30- 60 dk. fazla etidiyum bromidin uzaklagtirilmasi i¢in bekletildi.

Goriintiileme islemi: Olusan bantlar, UV 1s1k altinda GelDoc goriintiileme
sistemi (GelDoc/BioRad/ABD) yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildi. Bantlarin
aynilik oranlart X-L-STAT (Soll ve ark. 2003, Anonim 2006b) programinda Dice

korelasyon katsayis1 kullanilarak yapildi..



3. BULGULAR

3.1. Alinan siit 6rneklerinin CMT sonuclan

Calismada Kirikkale ve cevresindeki siit sigirciligr isletmelerinde bulunan
ineklerin siitleri CMT ile muayene edildi. CMT sonuclari Tablo 3.1’ de verilmistir.
CMT ile muayene edilen 109 inekten 54 tanesinde subklinik mastitisin pozitif oldugu
saptanmigtir. Alman sonuglara gore subklinik mastitis oram1 % 49,5 olarak

belirlenmistir.

CMT ile 436 meme lobundan (109 inek) alinan siit 6rnegi incelendi ve 121
tanesi +1, +2, +3 degerlerinde CMT pozitif bulundu. 308 meme lobundan alinan siit
ornegi ise CMT negatif olarak belirlendi. 7 meme lobu kor (6 hayvan) oldugu igin test
yapilamadi. CMT pozitif siit 6rneklerinin 72 (%59,5) sinde stafilokok tiremesi oldu.
CMT negatif olan siit 6rneklerinin ise 23 (%7,4) tanesinde stafilokok iiredi.

Tablo 3.1. CMT ile elde edilen bulgular

inek CMT CMT CMT Test Skorlar ve (Stafilokok Uremesi Olan
Sayist Pozitif inek | Pozitif Meme Meme Lobu Sayis)
Sayisi Lobu +1 +2 +3 Negatif | Kor
(s.ii.)" (s.ii.) (s.ii.) (s.ii.)
109 54 121 27 (13) 55(@(4) | 39(25) | 308 (23) 7

s. Ui. : Stafilokok Uremesi

3.2. izolasyon ve tammlama sonuglar

Ineklerin siitlerinden %22.2 (95), derilerinden %51.1 (223) ve burunlarindan
% 45.0 (98); bakicilarin ise burunlarindan %69.1 (29) ve ellerinden %385.8 (36)
stafilokok izole edildi.

Siit sigirciligr igletmelerinde mastitisli ineklerin siitlerinden izole edilen 95 adet
stafilokok izolatinin % 48,4’ (46 adet) S. aureus, %15,7’si (15) S. haemolyticus,
%8,4°1 (8) S. epidermidis, %6,3’ i (6) S. lugdunensis, %6,3” i (6) S. warneri, %4,2’si



(4) S. saprophyticus, %4,2°s1 (4) S. simulans, %2,1°1 (2) S. cohnii spp.cohnii, %1°1 (1)
S. capitis, %1’1 (1) S. hyicus, %1’1 (1) S. intermedius, %]1°1 (1) S. lentus olarak

tanimlandi.

Bakteriyolojik yoklamalar sonucunda 121 mastitisli siit 6rneginden % 59,5 (72)
stafilokok susu izole edildi. CMT negatif siit 6rneklerinden ise 23 (%7.4) stafilokok
susu izole edildi. Izole edilen toplam 95 stafilokok susu oldu. Bu stafilokoklarin % 50,2
[48 (46 S. aureus, 1 S. hyicus, 1 S. intermedius)] koagiilaz pozitif stafilokok; % 49,4
(47) ise koagulaz negatif stafilokok (KNS) olarak tanimlandi.

Siit sigirciligt isletmelerdeki ineklerin meme basi derilerinden izole edilen 223
stafilokok izolatinin %23,3’4 (52 adet) S. haemolyticus, %15,6’s1 (35) S. aureus,
%]11,6’s1 (26) S. saprophyticus, %10,3’0 (23) S. warneri, %7,6’s1 (17) S. capitis,
%6,7’s1 (15) S. simulans, %4,9’u (11) S. lugdunensis, %4,4°1 (10) S. xylosus, %3,5°1 (8)
S. hominis, %3,1°1 (7) S. hyicus, %1,7’s1 (4) S. schleiferi spp. schleiferi, %1,3’1 (3)
S. auricularis, %1,3’0 (3) S. vitulinus, %0,4 ‘G (1) S. cohnii spp.cohnii, %0,4 ‘0 (1)
S. equorum, %0,4 ‘i (1) S. intermedius, %0,4 ‘i (1) S. kloosii olarak belirlendi. Ancak

%2,2 oraninda stafilokok ise tanimlanamadi.

Ineklerin burun siiriintii 6rneklerinden izole edilen 98 adet stafilokok izolatiin
%23,4°1 (23) S. haemolyticus, %15,3’1 (15) S. xylosus, %8,1°1 (8) S. equorum, %8,1°1
(8) S. simulans, %8,1°1 (8) S. warneri, 5,1’1 (5) S. saprophyticus, %41 (4) S. capitis,
%3’ (3) S. aureus, %3°1 (3) S. epidermidis, %31 (3) S. hyicus, %2’si (2) S. kloosii ve
%2’s1 (2) S. lugdunensis, % 1°1 (1) S. cohnii spp.cohnii, % 1’1 (1) S. felis, % 1’1 (1)
S. schleiferi spp. schleiferi olarak tanimlandi. Suslarin %11,2°si (11) identifiye

edilemedi.

Bakicilarin burun siirlintii 6rneklerinden izole edilen 29 adet stafilokok susunun
%48,2’s1 (14) S. epidermidis, %31,0’1 (9) S. aureus, %6,8’1 (2) S. saprophyticus, %3,4’i
(1) S. haemolyticus, %3,4°1 (1) S. schleiferi, %3,4’1 (1) S. xylosus olarak tanimlandi.

Bakic1 burun izolatlariin %3,4°1 (1) ise tanimlanamadi.



Bakicilarin el siiriintii 6rneklerinden izole edilen 36 adet stafilokok susunun
%22,2’s1 (8) S. haemolyticus, %16,6 (6) S. saprophyticus, %11,1 (4) S. warneri, %11,1
(4) S. xylosus, %8,3’1 (3) S. aureus, %5,5’1 (2) S. epidermidis, %5,5°1 (2) S. equorum,
%35,5’1 (2) S. lugdunensis, %2,7’si (1) S. pasteuri, %2,7°s1 (1) S. sciuri, %2,7’si (1)
S. schleiferi spp. schleiferi ve %2,7’si (1) S. vitulinus olarak tanimlandi. Bakici el

kokenli izolatlarin %2,7°si (1) ise tanimlanamadi.

Inek ve bakicilarindan izole edilen stafilokok tiirlerinin kaynaklari, biyotipleri,

sayilar1 ve dagilim oranlar1 Tablo 3.2 ‘de verilmektedir.



Tablo 3.2. Inek ve bakicilardan izole edilen stafilokok suslarmin kaynaklari, biyotipleri ve izolasyon

oranlart
inek Bakici
(n=109) (%) (n=21) (%)
Mikroorganizma Siit M‘;‘L‘rei;’iasl Burun Burun El
(n=95) (%) (n=223) (%) (n=98) (%) | (n=29) (%) | (n=36) (%)

S. aureus 46 (48,4) 35 (15,6) 303 931 3(8,3)
S. auricularis - 3(1,3) - - -
S. capitis 1(1) 17 (7,6) 4 (4) - -
S. cohnii subsp.cohnii 2(2,1) 1(0,4) 1(1) - -
S. epidermidis 8 (8,4) - 303) 14 (48.2) 2(5,5)
S. equorum - 1(0,4) 8(8,1) - 2 (5,5
S. felis - - 1(1) -
S. haemolyticus 15 (15,7) 52 (23,3) 23 (23,4) 1(3.4) 8(22,2)
S. hominis - 8(3,5) - - -
S. hyicus 1 (1) 7@3,1) 303) - -
S. intermedius 1(1) 1(0,4) - - -
S. kloosii - 1(0,4) 2(2) - -
S. lentus 1(1) -
S. lugdunensis 6 (6,3) 11 (4,9) 2(2) - 2 (5,5)
S. pasteuri - - - - 12,7
S. saprophyticus 4(4,2) 26 (11,6) 5(5,1) 2 (6,8) 6 (16,7)
S. schleiferi - - - 1(3.4) -
S.sciuri - - - - 1(2,7)
S. schleiferi subsp. schleiferi - 4 (1,7) 1(1) - 1(2,7)
S. simulans 4(4,2) 15 (6,7) 8 (8,1) - -
S. vitulinus - 3(1,3) - 12,7
S. warneri 6 (6,3) 23 (10,3) 8 (8,1) 4(11,1)
S. xylosus - 10 (4,4) 15 (15,3) 1 (3,4) 4(11,1)
Nonidentifiye - 52,2) 11(11,2) 1(3.4) 1(2,7)
giﬁ;‘l‘("“k izole edilmeyen | 33, 79 g) 213 (48,9) 120 (55,0) 13 (30,9) 6 (14,2)
ts(f;lf:;kg:‘ni:l‘:le edilen 95 (22,2) 223 (51,1) 98 (45,0) 29 (69,1) 36 (85,8)
Taplam 6rnek sayisi 429 (100) 436 (100) 218 (100) 42 (100) 42 (100)




3.3. Antimikrobik ilaclara duyarhhk sonuclar

Materyal boliimiinde agiklanan 6rneklerden izole edilen 96 adet (46 siit 6rnegi,
35 memebasi derisi siiriintii 6rnegi, 3 inek burun siirlintii 6rnegi, 12 bakict el ve 12
bakict burun siiriintii 6rnegi) S. aureus izolatinin penisilin, sefalotin, eritromisin,
tetrasiklin,  oksasilin, enrofloksasin, gentamisin, vankomisin, trimetoprim-
sulfametoksazol, linezolid ve rifampine kars1 duyarliliklar1 E-test (Resim 3. 1., Resim 3.

2.) yontemi ile belirlendi.

Calismamizda incelenen toplam 96 adet S. aureus izolatinin penisilin direnci
%85,4 (82 adet) tetrasiklin direnci %39,6 (38), eritromisin direnci %5,2 (5), oksasilin
direnci %3,1 (3), enrofloksasin direnci %1,0 (1) olarak belirlendi. Mastitisli inek
siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin penisilin direnci %80,4, tetrasiklin
direnci %26,1, eritromisin direnci %4,3 olarak belirlenirken, gentamisin, enrofloksasin,
rifampin, trimetoprim-sulfametaksazol, oksasilin, vankomisin, sefalotin ve linezolide
tiim izolatlar duyarli bulundu. Meme bas1 derisi ve burun siiriintii 6rneklerinden izole
edilen 38 S. aureus izolatlarinin penisilin direnci %86,8, tetrasiklin direnci %50,0,
olarak belirlenirken incelenen diger antibiyotiklere tiim izolatlar duyarli olarak tespit

edildi. Tablo 3. 3. de izolatlarin kokenlerine gore direng oranlar1 verilmektedir.

Ayrica incelenen 96 izolatin %89,0 (85)’u en az bir antibiyotige direngli olarak
belirlenirken, suslarin %45,8 (44)’inde ¢ogul direnglilik (en az iki antibiyotige)
belirlendi. izolatlarda ii¢ ilaca direnclilik orani ise % 7,3 (7) olarak belirlendi ve bu
izolatlardan sadece bir tanesi siit kokenli iken digerleri bakici kdkenlidir. 1zolatlarda
dort ilaca direnclilik orani ise %2,0 (2) olarak belirlendi ve bu izolatlar bakicilardan

izole edilen izolatlardir.



Tablo 3.3 S. aureus izolatlarinin kokenleri ve diren¢ oranlari.

Inek Bakic
e . Toplam izolat sayis1
Antibiyotik Siit Meme basi derisi Burun El Burun (n=96)
(n=46) (n=35) (n=3) (n=3) (n=9)
S 1 R S 1 R S 1 R S 1 R S | R S 1 R
Penisilin 9 37 4 31 1 2 0 3 0 9 14 82
(19.,6) (804) | (114 |~ | (886 | (333) (66.7) (100) i (100) | (14,6) i (85.4)
Tetrasikli 32 2 12 14 3 18 1 1 1 1 0 2 4 0 5 52 6 38
etrasiiin 69,6) | 43 | @6, | (40) | 8.6) | 514 | 333) | 333) | 33.3) | (33.3) (66,7) | (44,4 (55.6) | (54.2) (6,2) (39.6)
Eritromisi 43 1 2 35 0 0 3 0 0 1 1 1 5 2 2 87 4 5
ritromisin 93,5 | @22 | 43) | (100) (100) (33,3) | (33,3) | (33,3) | (55,6) | (22,2) | (22,2) (90.6) 4.2 (5,2
. 46 35 3 3 9 96
Gentamisin (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0
. 46 35 3 3 8 1 95 1
Enrofloksasin (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (88,9) 0 (1,1 (99) 0 )
. 46 35 3 3 9 96
Rifampin (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0
Trimetoprim- 46 35 3 3 9 96
sulfametaksazol | (100) | ° 0 ooy | ° 0 (100) 0 M) 0 O Loy | ° 0 (100) 0 0
o 46 35 3 2 1 7 2 93 3
Oksasilin ooy | ° O | oo | ° O | aoy | ° O Jeen!| © l@mylas!| * |@y| ©69 0 G.1)
. 46 35 3 3 9 96
Vankomisin (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0
. 46 35 3 3 9 96
Sefalotin ooy | ° O | oo | ° O laoy | ° O law | °  laoy | ° 0 (100) 0 0
. 46 35 3 3 9 96
Linezolid (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0 (100) 0 0

S: Duyarly, I: Orta hassas, R: Direngli




Resim 3.1 E-test resmi Resim 3. 2 E-test resmi

Resim 3.1 ve Resim 3. 2 de subklinik mastitisli bir inegin siitlinden izole edilen
S. aureus izolatinin E-ydntemi ile incelenen 11 antibiyotige duyarlilik durumu ve MIK
degerleri gosterilmektedir. Izolat penisilin ve tetrasikline direnglidir. Izolatin penisilin,
sefalotin, tetrasiklin, eritromisin, trimetoprim-sulfametoksazol, rifampin, enrofloksasin,
oksasilin, vankomisin, gentamisin ve linezolid i¢in MiK degerleri sirasiyla,0.75, 0.19, 6,

0.125, 0.032, 0006, 0.064, 0.38, 0.25, 0.25, 0.5 pg/ml olarak belirlendi.

Izolatlara karst en az etkili antibiyotik penisilin (duyarhlik %14,6) olarak
belirlenirken, trimetoprim-sulfametoksazol, rifampin, vankomisin, gentamisin ve linezolid
tiim izolatlara kars1 etkin (duyarlilik %100) bulundu. Tablo 3. 4.’de 96 S. aureus izolati i¢in
antibiyotiklerin MiKso, MiKy, degerleri verilmektedir. Izolatlara karsi en az etkili
antibiyotik penisilin olarak belirlendi ¢linkii hem MiKs, hem de MiKyg, degerleri sinir

degerinin iizerinde belirlendi.



Tablo 3.4. S.aureus (n:96) izolatlarina karsi antibiyotiklerin MIK 5 ve MiKy, degerleri.

Simir degerler MIK 5 MIK o Arahk
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
PG >0,25 1 3 0,004- 6
CE >32 0,25 0,5 0,064- 4
TC >16 0,38 64 0,032- >256
EM >8 0,19 0,5 0,032- >256
TS >4/76 0,047 0,094 0,023- 0,47
RI >4 0,006 0,012 0,002- 0,094
EF >4 0,094 0,19 0,047- 32
0X >4 0,38 0,75 0,025- 4
VA >16 0,5 1,5 0,125-4
GM >16 0,38 0,75 <0,016- 1,5
LZ - 0,75 1,5 0,094- 2

PG: Penisilin, TC: Tetrasiklin, TS: Trim./Sul, EF: Enrofloksasin, VA: Vankomisin, GM: Gentamisin,
OX: Oksasilin, EM: Eritromisin, RI: Rifampin, CE: Sefalotin, LZ: Linezolid. S: Sensitive, I: Intermediate,
R: Resistance.

Sadece mastitisli inek siitlerinden izole edilen 46 S. aureus izolati igin
antibiyotiklerin MiKs, ve MiKg, degerleri belirlendi. Elde edilen verilere gore, test edilen
antibiyotiklerden  sefalotin,  eritromisin, trimetoprim-sulfametoksazol,  rifampin,
enrofloksasin, oksasilin, vankomisin, gentamisin ve linezolid izolatlara karsi yiiksek

oranlarda etkin bulundu.

Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarimin penisilin duyarlilig
%19,6, tetrasiklin duyarlilig1 %74, eritromisin duyarliligir % 95,7 olarak belirlenirken diger
antibiyotiklere duyarliliklar1 %100 olarak belirlendi. Tablo 3.5.°de mastitisli inek
siitlerinden koken alan S. aureus izolatlaria karsi incelenen antimikrobik ilaclarin MiKs, ve
MiKg, degerleri verilmistir. Izolatlara karsi, MiKsy ve MiKoy degerleri sinir degerinin

tizerinde oldugundan en az etkili antibiyotik penisilin olarak belirlendi.



Tablo 3.5. Mastitisli inek siitlerden izole edilen 46 S.aureus izolatina kars1 antibiyotiklerin
MIK 5y ve MIKy, degerleri.

Simir degerler MiK s, MiK Arahk
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

PG >0,25 0,75 2 0,008- 6
CE >32 0,19 0,5 0,064- 4
TC >16 0,19 64 0,032- >256
EM >8 0,125 0,38 0,032- 26
TS >4/76 0,047 0,094 0,023- 0,23
RI >4 0,006 0,016 0,003- 0,094
EF >4 0,094 0,125 0,047- 0,27
0X >4 0,19 0,75 0,025-2
VA >16 0,5 1,5 0,19-1,5
GM >16 0,38 1 0,125- 1,5
LZ - 0,5 1 0,19-2

PG: Penisilin, TC: Tetrasiklin, TS: Trim./Sul, EF: Enrofloksasin, VA: Vankomisin, GM: Gentamisin,
OX: Oksasilin, EM: Eritromisin, RI: Rifampin, CE: Sefalotin, LZ: Linezolid. S: Sensitive, I: Intermediate,

R: Resistance.

Ineklerin meme bas1 derisi ve burun siiriintii 6rneklerinden izole edilen 38 S. aureus

izolatinin penisilin duyarlilig1 %13,2, tetrasiklin duyarlilig1 %50,0 olarak belirlenirken diger

antibiyotiklere tiim izolatlar duyarli olarak belirlendi. Bu nedenle, izolatlara kars1 sefalotin,

eritromisin, trimetoprim-sulfametoksazol, rifampin, enrofloksasin, oksasilin, vankomisin,

gentamisin ve linezolid etkin bulundu. Inek meme bas1 derisi ve burun kékenli S. aureus

izolatlar1 i¢in antibiyotiklerin MiKs, ve MiKyy degerleri Tablo 3.6.da verilmistir.

Tablo 3. 6. Ineklerin meme basi derisi ve burunlarindan izole edilen 38 S.aureus susuna

kars: antibiyotiklerin MiK s, ve MiKy degerleri

Simir degerler MIK 5 MIK o Arahk
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

PG >0,25 1,5 3 0,004- 4
CE >32 0,38 0,5 0,064- 0,75
TC >16 12 48 0,047- 96
EM >8 0,19 0,25 0,032- 0,38
TS >4/76 0,064 0,094 0,032- 0,125
RI >4 0,008 0,012 0,002- 0,032
EF >4 0,094 0,19 0,047- 0,38
(0,4 >4 0,38 0,75 0,064- 1
VA >16 0,75 1 0,125- 1,5
GM >16 0,38 0,5 <0,016- 1
LZ - 0,75 1,5 0,25-2

PG: Penisilin, TC: Tetrasiklin, TS: Trim./Sul, EF: Enrofloksasin, VA: Vankomisin, GM: Gentamisin,
OX: Oksasilin, EM: Eritromisin, RI: Rifampin, CE: Sefalotin, LZ: Linezolid. S: Sensitive, I: Intermediate,

R: Resistance.




Inek bakicilarinin el ve burun siiriintii drneklerinden izole edilen 12 adet S.aureus
izolatina kars1 en yiiksek etkinligi sefalotin, trimetoprim-sulfametoksazol, rifampin,
enrofloksasin, vankomisin, gentamisin ve linezolid gostermistir. Incelenen suslara karsi
penisilinin etkisiz, tetrasiklin, oksasilin ve eritromisinin daha az etkili oldugu belirlendi.
Bakic1 el ve burunlarindan izole edilen izolatlara penisilin duyarliligi %0, tetrasiklin
duyarlilig1 %41,7, eritromisin duyarlilig1 %75,0, enrofloksasin duyarlilig1 %91,7, oksasilin
duyarlilig1 %75,0 olarak belirlenirken diger antibiyotiklere tiim izolatlar duyarli bulundu.
Bakict kokenli izolatlar igin antibiyotiklerin MiKs, ve MiKgg degerleri Tablo 3. 7.de

verilmigtir.

Tablo 3. 7. Bakic el ve burnundan izole edilen 12 S.aureus susuna karsi antibiyotiklerin
MIK 5, ve MIKy, degerleri.

Simir degerler MIK 5, MIK o, Arahk
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
PG >0,25 3 6 0,25-32
CE >32 0,25 1 0,19-2
TC >16 12 256 0,047- >256
EM >8 0,5 8 0,064- 24
TS >4/76 0,047 0,23 0,023- 0,47
RI >4 0,006 0,008 0,004- 0,016
EF >4 0,125 0,38 0,094- 32
(0),4 >4 0,5 4 0,25-4
VA >16 1 2 0,38-4
GM >16 0,25 0,38 0,064- 0,75
LZ - 0,5 1,5 0,094-2

PG: Penisilin, TC: Tetrasiklin, TS: Trim./Sul, EF: Enrofloksasin, VA: Vankomisin, GM: Gentamisin,
OX: Oksasilin, EM: Eritromisin, RI: Rifampin, CE: Sefalotin, LZ: Linezolid. S: Sensitive, I: Intermediate,
R: Resistance.

3.4. Plazmid profil analiz sonuc¢lari

S. aureus izolatlarinin (96) plazmid profil analizleri sonucunda 9 farkl tipte plazmid
profili olusturuldu. Analizleri yapilan izolatlarin 87 (%90,6) tanesinde 1,8 kb, 2 kb, 3kb, 5
kb, 7 kb, 8 kb, 10 kb, 12 kb, 16 kb ve 19 kb’lik on farkl biiytikliikte plazmid belirlendi ve
izolatlarinin 9 tanesinde (%9,4) plazmid saptanamadi. Plazmid paternleri P1 (Patern 1),
P2,..., P9 olarak ifade edildi. Izolatlarm plazmid paternleri ve tasidiklar1 plazmid tipleri

Tablo 3. 8’de, plazmid paternlerine ait jel goriintiisii ise Resim 3.3 ve 3.4’de verilmistir.




Izolatlarda 1-4 arasinda degisen sayida plazmid varligi belirlendi. S aureus
izolatlarinin 48 (%50) tanesinde 12 kb’lik tek plazmid (Patern 1 (P1), 17 (%17,7) tanesinde
5 kb ve 10 kb olmak iizere 2 plazmid (P2), 9 (%9,4) tanesinde 5 kb, 12kb, 19 kb’lik ii¢
plazmid (P3), 2 (%?2) tanesinde 1.8 kb, 2 kb ve 10 kb olmak {iizere {i¢ plazmid (P4), 2 (%2)
tanesinde 7 kb, 8 kb ve 12 kb’lik {i¢ plazmid (PS5), 2 (%2) tanesinde 3kb ve 10 kb ‘lik iki
plazmid (P6), 3 (%3,1) tanesinde ise 7kb, 8kb, 12kb ve 19kb’lik dort plazmid (P7), 4 (%4,1)
tanesinde 3kb, 8kb, 12kb ve 16 kb‘lik dort plazmid (P8) belirlendi. Plazmid analizi yapilan

izolatlarin9 (%9,4) tanesinde ise plazmid belirlenemedi (P9).

Tablo 3. 8. S. aureus (n:96) suslarmmin orijinleri, tasidiklar1 plazmid sayisi, plazmidlerinin
molekiiler agirhg: ve antibiyotik direnc profilleri

izolat izolatin izole edildigi Patern Plazmid sayis1 Biiyiikliik Antibiyotik diren¢
no yer ozelligi

51 05¢-11 Ss P9 - - P, T
13 05¢-20 Ss P9 - - P
12 07¢-07 Ss P9 - - P
61 10¢-Bb P9 - - P.E;Enr, Ox
1 12¢-01 Sd P9
14 20¢-06 Sd P9 P
15 20¢-06 Ss P9 P
16 20¢-06 Ss P9 P
17 20¢-09 Sd P9 P
82 02¢-17 Ss P4 3 1,8 kb, 2 kb, 10 kb P,T
96 02¢-17 Ss P4 3 1,8 kb, 2 kb, 10 kb T,E
18 01¢-02 Ss P1 1 12 kb P
19 01¢-02 Ss P1 1 12 kb P
23 01¢-07 Sd P1 1 12 kb P
20 01¢-07 Ss P1 1 12 kb P
21 01¢-07 Ss P1 1 12 kb P
22 01¢-07 Ss P1 1 12 kb P
24 01¢-07 Ss P1 1 12 kb P
25 01¢-10 Ss P1 1 12 kb P
26 01¢-10 Ss P1 1 12 kb P
95 02¢-01 Ss P1 1 12 kb T
27 02¢-12 Ss P1 1 12 kb P
94 02¢-14 Ss P1 1 12 kb T
34 04¢-01 Ss P1 1 12 kb P
4 04¢-06 Ss P1 1 12 kb
5 04¢-07 Ss P1 1 12 kb
60 05¢-17 Ss P1 1 12 kb P.E
66 06¢-08 Sd P1 1 12 kb P,T
67 06¢-08 Sd P1 1 12 kb P,T




Tablo 3. 8.Devami

izolatin izole edildigi Patern Plazmid sayis1 Biiyiikliik Antibiyotik diren¢
izolat yer ozelligi
no
28 06¢-27 Ss P1 1 12 kb P
62 07-06 Ss P1 1 12 kb P,T
29 07¢-01 Sd P1 1 12 kb P
2 07¢-05 Sd P1 1 12 kb -
63 07¢-09 Sd P1 1 12 kb P,T
92 07¢-Bb P1 1 12 kb P,T,E
64 10¢-02 Sd P1 1 12 kb P,T
65 10¢-02 Sd P1 1 12 kb P,T
30 10¢-02 Ss P1 1 12 kb P
91 10¢-06 Ss P1 1 12 kb P,T,E
59 11¢- Bb P1 1 12 kb P, T,E, Ox
58 11¢- Be P1 1 12 kb P, T, Ox
68 11¢-02 Sd P1 1 12 kb P,T
3 12¢-01 Sd P1 1 12 kb -
53 12¢-Bb P1 1 12 kb P, T
33 13¢-01 Sd P1 1 12 kb P
57 15¢-Bb P1 1 12 kb P,T,E
52 16¢-01 Sd P1 1 12 kb P, T
35 16¢-01 Ss P1 1 12 kb P
36 16¢-02 Ss P1 1 12 kb P
37 16¢-03 Ss P1 1 12 kb P
6 17¢-01 Ss P1 1 12 kb -
38 17¢-01 Ss P1 1 12 kb P
31 17¢-Bb P1 1 12 kb P
32 17¢-Bb P1 1 12 kb P
39 20¢-06 Sd P1 1 12 kb P
41 20¢-06 Sd P1 1 12 kb P
40 20¢-06 Ss P1 1 12 kb P
54 20¢-07 Sd P1 1 12 kb P, T
7 20¢-09 Sd P1 1 12 kb -
80 15¢-01 Ss P6 2 3 kb, 10 kb P,T
81 15¢-01 Ss P6 2 3 kb, 10 kb P,T
89 03¢-01 Ss P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P,T
47 04¢-01 Ss P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P
90 10¢-02 Sd P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P,T
10 12¢-02 Ss P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb -
93 10¢-01 Sd P2 2 5kb, 10 kb P,T
71 10¢-Be P2 2 5kb, 10 kb P,T
86 10¢-02 Sd P3 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,T
9 12¢-02 Ss P3 3 5 kb, 12 kb, 19 kb -
50 15¢-Be P3 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,E




Tablo 3. 8.Devami

izolat izolatin izole edildigi Patern Plazmid sayis1 Biiyiikliik Antibiyotik diren¢
no yer ozelligi
87 20¢-08 Ss P3 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,T
69 07¢-10 Sd P2 2 5kb,10 kb P,T
70 07¢-10 Sd P2 2 5kb,10 kb P,T
72 10¢-01 Sd P2 2 5kb,10 kb P,T
73 10¢-03 Sd P2 2 5 kb,10 kb P,T
74 10¢-03 Ss P2 2 5kb,10 kb P,T
75 10¢-04 Sd P2 2 5 kb,10 kb P,T
76 10¢-04 Ss P2 2 5kb,10 kb P,T
71 10¢-05 Sb P2 2 5kb,10 kb P,T
78 11¢-01 Sd P2 2 5kb,10 kb P,T
79 11¢-04 Ss P2 2 5kb,10 kb P,T
8 15¢-01 Sb P2 2 5 kb,10 kb -
55 16¢-01 Sd P2 2 5kb,10 kb P, T
42 20¢-05 Sd P2 2 5 kb,10 kb P
43 20¢-05 Ss P2 2 5kb,10 kb P
44 20¢-06 Ss P2 2 5 kb,10 kb P
88 07¢-Bb P3 3 5kb,12 kb ,19 kb P,T
56 07¢-03 Sd P3 3 5 kb,12 kb, 19 kb P, T
84 07¢-10 Sb P3 3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
83 07¢-10 Sd P3 3 5 kb,12 kb, 19 kb P,T
85 10¢-01 Sd P3 3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
45 15¢-Bb P5 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
46 20¢-06 Sd Ps 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
11 17¢-01 Ss P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb -
48 20¢-05 Sd P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb P
49 20¢-05 Ss P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb P

P: penisilin, T: tetrasiklin, E: eritromisin, Ox: oksasilin, Enr: enrofloksasilin 01¢-02 Ss: Birinci ¢iftlik, ikinci

sigir siit, 01¢-07 Sd: Birinci giftlik, yedinci sigir deri, 07¢-10 Sh: Yedinci ¢iftlik, onuncu sigir burun, 10¢-Bb:

Onuncu ¢iftlik, bakici burun, 15¢-Be: Onbesinci ¢iftlik, bakicr el.
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Resim 3. 3. S. aureus suslarimin plazmid paternleri

Pl Pl Pl PR M P} P3 P3

Sekil 3.3. de P1, P3 ve P8 tiplerinin jel goriintiileri goriilmektedir. P1°de tek plazmid P3 de
ic ve P8 de dort plazmid bulunmaktadir.

Resim 3. 4. S. aureus suslariin plazmid paternleri.




Resim 3.4 de P2, P4, PS5, P6, P7 ve P9 paternlerinin jel goriintiileri goriilmektedir.
P2, P4 ve P6 da 2, PS5 de 3, P7 de dort plazmid bulunurken P9 da plazmid

bulunmamaktadir.

3. 5. Stafilokoklarin Pulsed- Field Gel Electrophoresi (PFGE) Tiplendirme Sonuglari

Calismada ¢esitli materyallerden izole ve identifiye edilen 96 S. aureus izolatinin
timii PFGE metotu ile tiplendirildi. izolatlarin kromozomal DNA’s1 Smal enzimi ile
kesildiginde 50-550kb arasinda degisen molekiiler agirliklarda 9-16 adet bant bulunan 42
farklh patern tanimlandi (Sekil 3.1).

Elde edilen PFGE sonuglarina gore S. aureus izolatlar1 13 ana gruba (A, B, C, D, E,
F,G, H, I, J, K,L, M) ve 33 alt gruba ayrildi. izolatlar genetik iliskilerine gére %95, %90 ve
% 80 oranlarinda benzerlikle sirasiyla 36, 14, 12 pulsotipe ayrildi. izolatlarm % 58,3iiniin
(56 adet) A, %16,7’nin (16) B, %5,2’nin (5) C, %5,2’nin G, % 3,1’nin (3) D, % 2,1’nin (2)
E,2,1’'nin (2) L, 2,1’nin (2) M, % I’nin (1) F, % 1’nn (1) H, % 1’nin (1) I, % 1’nin (1) J, %
I’nin (1) K grubunda yer aldig1 saptandi.

A klonunda, izolatlarin 35 tanesi mastitisli inek siitii, 20 tanesi inek meme bas1 derisi
ve 1 tanesi inek burun mukozasi olmak iizere (56) izolatlarin %58,3’ii yer almaktadir. Bu

izolatlarin tiimii inek kokenli ve 12 farkli ¢iftlikten izole edilen izolatlardir.

B grubunda 6 sigir deri, 7 sigir siit, 1 sigir burun, 1 bakict el derisi, 1 bakici burun
mukozasi, olmak tizere (16) izolatlarin %16,7’si bulunmaktadir. Bu izolatlardan bakici el
kokenli izolat ile ayni ¢iftlikte bulunan 3 inek meme basi deri izolat1 (2 farkli inekten) yakin
iligkili bulundu. Yine B grubunda tiplendirilen bakici burun kdkenli izolat ile ayni ¢iftlikteki

1 inek siit kdkenli izolat yakin iliskili bulundu.

C grubunda, 2 inek meme bas1 derisi, 2 bakici burun mukozasi ve 1 inek burun
mukozasi olmak iizere (16) izolatlarin %5,2’si bulunmaktadir. Bu izolatlarin tiimiide ayni

ciftlikteki inek ve bakici kdkenli izolatlardir.



D grubunda, 2 bakict burun mukozasi ve 1 bakici el derisi kokenli olmak tizere (3)
izolatlarin % 3,1°1 yer almaktadir. Ayn1 bakicidan kdken almaktadir. E grubunda, 1 bakici el
derisi ve 1 inek meme basi derisi kokenli (2) olmak {izere izolatlarin %2,1°1 bulunmaktadir.
Bu izolatlar iki farkl ¢iftlikteki bakicilara aittir. G grubunda, 3 inek meme bas1 derisi, 1
inek siiti ve 1 bakici burun mukozast kokenli olmak iizere (5) izolatlart %5,2’si
bulunmaktadir. Bu izolatlar farkl ¢ifliklerden koken almaktadir. E, L ve M gruplarinda iki
izolat bulunmakta ve izolatlar farli ¢iftliklerden izole edilen bakici ve inek kokenlidirler. F,

H, I, J ve K gruplarinda ise sadece 1 izolat yer almaktadir.

Inek kokenli izolatlarin cogunlugunun %58,3iiniin (56 adet) A grubunda yer almast,
12 farkl ciftlikten izole edilmeleri ve bu grupta bakici kdkenli hicbir izolatin bulunmamasi
nedeniyle S. aureus izolatlarinin bakict ve inekler arasinda bulagsmadigi sdylenebilir. Ancak
ineklerde mastitislere neden olan S. aureus izolatlarinin inck meme basi derisi ve meme

dokusu icersinde yerlestigi gosterilmistir.

Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlar1 6 ana gruba ve 24 farkli
pulsotipe ayrildi. A pulsotipi 10 isletmede de belirlenen yaygin bir S. aureus klonu olarak
saptand1. Inek meme bas1 deri izolatlar1 (35) 18 farkli pulsotipe, bakicilardan elde edilen
S. aureus izolatlar1 ise (12) 8 farkli pulsotipe ayrildi. B pulsotipi 4 isletmede belirlenirken,
E, F, G ve M pulsotipleri yalnizca bir isletmede saptandi. Ayrica bir isletmede en fazla dort
farkli pulsotip belirlendi. Bir isletmede iic pulsotip, iki isletmede iki pulsotip ve yedi

isletmede ise bir pulsotip belirlendi.

Aragtirmanin  sonucunda Kirikkale ve c¢evresinde c¢esitli siit sigirciligi
isletmelerinden izole edilen S. aureus izolatlarmin ¢ogunlugunun (%58,3) A grubunda yer
almasi, A pulsotipinin 12 farkli isletmede belirlenmesinden dolayi, mastitislerden sorumlu

S. aureus izolatlarinin ayni veya yakin iligkili klonlarinin yaygin oldugunu gostermektedir.



Sekil 3.1. 96 S. aureus izolatina ait dendogram
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Sekil 3. 2. 96 S. aureus izolatlarinin olusturdugu gruplara ait dendogram
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Resim 3.5’de S.aureus izolatlarmin Smal enzimi ile kesilmis PFGE paternleri
goriilmektedir. 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 21, 24 A klonundaki,
14, 15 ve 23’de ise B klonundaki siit kdkenli izolatlarin makrorestriksiyon goriintiileri yer

almaktadir.

T 3 4 5 6 708 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 20 21 2 23 2425

Resim 3. 6’ da 2, 3,4, 5, 6, 10, 11, 14, 15, 16, 19, 22, 25. A, 17,18 D, 20 H, 23 C, 24’de B
klonuna ait patern goriintiileri yer almaktadir. 7, 8, 9, 21 tekrar edildi. 13 Marker



Resim 3. 7°de 1, 2, 3, 4, 25: ayn1 pulsotip olup A klonu, 5, 6, 7: B klonu, 8, 9, 10: C klonu,
11, 12: D klonu,13 Marker, 14 E klonu, 15, H klonu, 16, 17, 18 G klonu, 19 F klonu, 20, 24
M klonu, 21, K klonu, 22 I klonu,23 J klonuna ait pulsotip gortintiileridir.

Calismada incelenen 96 S. aureus izolatinin, antibiyotik direng 6zellikleri, plazmid
profilleri ve pulsotipleri Tablo 3. 9°da verilmektedir. A klonunda bulunan 56 izolatin
%44,6’smin (25) tek plazmid tasidigi ve bunlarin 15 tanesinin penisiline, 2 tanesinin
tetrasikline, 4 tanesinin penisilin ve tetrasikline, 1 tanesinin penisilin ve eritromisine, 1
tanesinin penisilin, tetrasiklin ve eritromisine direngli oldugu ve iki tanesinin de incelenen
tiim antibiyotiklere duyarli oldugu belirlendi. A klonunda bulunan izolatlarin % 23,2’sinin
(13 tane) iki plazmid tasidig1 ve bunlarin 3 tanesinin penisilin ve 10 tanesinin penisilin ve
tetrasikline direngli oldugu belirlendi. A klonunda bulunan izolatlarin % 14,3’liniin (8 tane)
3 plazmid tasidig1r ve 1 tanesinin penisilin direncgli, 5 tanesinin penisilin ve tetrasiklin, 1
tanesinin tetrasiklin ve eritromisine direngli oldugu ve 1 tanesinin de incelenen tiim
antibiyotiklere duyarli oldugu belirlendi. A klonunda bulunan izolatlarin %7,1’inin (4 tane)
4 plazmid tasidig1 ve bunlarin 2 tanesinin penisiline ve 2 tanesinin penisilin ve tetrasikline
direncli oldugu belirlendi. B klonunda bulunan 16 izolatin %37,5 ‘inin (6 tane) tek plazmid
tagidig1 ve 3 tanesinin penisiline, 2 tanesinin penisilin ve tetrasikline direngli oldugu ve 1
tanesinin de test edilen tiim antibiyotiklere duyarli oldugu belirlendi. B klonunda bulunan
izolatlarin %37,5’inin (6 tane) 2 plazmid tasidigi ve bunlarin 5 tanesinin penisilin ve

tetrasikline direncli, 2 tanesinin tiim antibiyotiklere duyarli oldugu belirlendi.



B klonunda bulunan izolatlarin %18,8 ‘inin (3 tane) dort plazmid tasidigi ve
bunlarinda 1’inin penisiline, 1’inin penisilin ve terasikline direngli ve 1 tanesininde

incelenen antibiyotiklerin tiimiine duyarli oldugu belirlendi.

C klonunda bulunan 5 izolatin %40’ 1mnin (2 tane) tek plazmid tasidigi ve bunlarin 1
tanesinin penisilin ve tetrasiklin, 1 tanesinide penisilin, tetrasiklin ve eritromisine direncli
oldugu belirlendi. C klonunda bulunan 5 izolatin %60’ 1n1n (3 tane) 3 plazmid tasidig1 ve 3

tanesinin penisilin ve tetrasikline direngli oldugu belirlendi.

D klonunda bulunan 3 izolatin %66,7’sinin (2 tane) 3 plazmid tasidigi ve bu
izolatlarin 1’inin penisilin ve tetrasikline 1’ininde penisilin, tetrasiklin ve eritromisine
direncli oldugu belirlendi. D klonunda bulunan 3 izolatin %33,3’iiniin (1 tane) 1 plazmid

tagidig1 ve izolatin penisilin, tetrasiklin ve eritromisine direngli oldugu belirlendi.

E, L ve M pulsotiplerinde, 12kb’lik tek plazmid tastyan ikiser izolat bulunmaktadir.

F, H, I, J ve K pulsotiplerinde inek siit kokenli, 12 kb’lik tek plazmid tasiyan birer

izolat bulunmaktadir.

G pulsotipinde, 3 tane inek meme basi derisinden izole edilen, 1 bakici burun
kokenli ve 1 inek siit kokenli 5 izolat bulunmaktadir. Bunlardan 3 tanesi 12 kb’lik tek
plazmid tagimaktadir ve penisilin direnglidir. 2 tanesinde plazmid bulunmamaktadir. Ancak
bakic1 burun kokenli, plazmid tasimayan izolat penisilin, eritromisin enrofloksasin ve

oksasiline direnglidir.



Tablo 3.9. 96 S. aureus izolatinin, antibiyotik direng 6zellikleri, plazmid profilleri ve pulsotipleri

izolat no izolat Plazmid Pulsotip Plazmid Biiyiikliik Antibiyotik diren¢
grubu say1sl ozelligi

14 20C-06 Sd P9 A-01 - - P
51 05C-11 Ss P9 A-02 - - P, T
13 05C-20 Ss P9 A-06 - - P
01 12C-01 Sd P9 A-07 - - -
12 07C-07 Ss P9 A-11 - - P
15 20C-06 Ss P9 A-11 - - P
16 20C-06 Ss P9 B-04 - - P
61 10C-Bb P9 G-01 - - P.E;Enr, Ox
07 20C-09 Sd P9 G-03 - P
75 10C-04 Sd P2 A-01 2 5kb,10 kb P,T
71 10C-05 Sb P2 A-01 2 5kb,10 kb P,T
43 20C-05 Ss P2 A-02 2 5 kb,10 kb P
73 10C-03 Sd P2 A-02 2 5kb,10 kb P,T
74 10C-03 Ss P2 A-04 2 5kb,10 kb P,T
76 10C-04 Ss P2 A-05 2 5kb,10 kb P,T
79 11C-04 Ss P2 A-05 2 5kb,10 kb P,T
78 11C-01 Sd P2 A-07 2 5 kb,10 kb P,T
44 20C-06 Ss P2 A-13 2 5kb,10 kb P
42 20C-05 Sd P2 A-15 2 5kb,10 kb P
69 07C-10 Sd P2 A-20 2 5kb,10 kb P,T
70 07C-10 Sd P2 A-20 2 5kb,10 kb P,T
08 15C-01 Sb P2 B-02 2 5kb,10 kb -
55 16C-01 Sd P2 B-04 2 5kb,10 kb P, T
93 10C-01 Sd P2 B-04 2 5kb,10 kb P,T
88 07C-Bb P3 C 3 5kb,12 kb ,19 kb P,T
20 01C-07 Ss P1 A-01 1 12 kb P
29 07C-01 Sd P1 A-01 1 12 kb P
91 10C-06 Ss P1 A-02 1 12 kb P,T,E
25 01C-10 Ss P1 A-03 1 12 kb P
94 02C-14 Ss P1 A-03 1 12 kb T
95 02C-01 Ss P1 A-03 1 12 kb T
21 01C-07 Ss P1 A-07 1 12 kb P
22 01C-07 Ss P1 A-09 1 12 kb P
26 01C-10 Ss P1 A-09 1 12 kb P
30 10C-02 Ss P1 A-09 1 12 kb P
36 16C-02 Ss P1 A-09 1 12 kb P
04 04C-06 Ss P1 A-10 1 12 kb -
35 16C-01 Ss P1 A-11 1 12 kb P
40 20C-06 Ss P1 A-13 1 12 kb P




Tablo 3.9.Devam

izolat no izolat Plazmid Pulsotip Plazmid Biiyiikliik Antibiyotik direng
grubu say1sl ozelligi
62 07C-06 Ss P1 A-13 1 12 kb P,T
66 06C-08 Sd P1 A-13 1 12 kb P,T
67 06C-08 Sd P1 A-13 1 12 kb P,T
05 04C-07 Ss P1 A-14 1 12 kb -
18 01C-02 Ss P1 A-14 1 12 kb P
27 02C-12 Ss P1 A-14 1 12 kb P
39 20C-06 Sd P1 A-15 1 12 kb 3
41 20C-06 Sd P1 A-15 1 12 kb P
54 20C-07 Sd P1 A-15 1 12 kb P, T
60 05C-17 Ss P1 A-17 1 12 kb P.E
34 04C-01 Ss P1 A-18 1 12 kb 3
24 01C-07 Ss P1 B-02 1 12 kb P
31 17C-Bb P1 B-03 1 12 kb P
28 06C-27 Ss P1 B-04 1 12 kb P
03 12C-01 Sd P1 B-05 1 12 kb -
68 11C-02 Sd P1 B-05 1 12 kb P,T
64 10C-02 Sd P1 B-06 1 12 kb P,T
63 07C-09 Sd P1 C 1 12 kb P,T
92 07C-Bb P1 C 1 12 kb P.T,E
57 15C-Bb P1 D 1 12 kb P,T,E
58 11C- Be P1 E-01 1 12 kb P, T, Ox
37 16C-03 Ss P1 E-02 1 12 kb P
11 17C-01 Ss P1 F 1 12 kb P
33 13C-01 Sd P1 G-02 1 12 kb P
17 20C-09 Sd P1 G-03 1 12 kb -
19 01C-02 Ss P1 G-04 1 12 kb 3
32 17C-Bb P1 H 1 12 kb P
23 01C-07 Sd P1 I 1 12 kb P
59 11C- Bb P1 J 1 12 kb P, T,E, Ox
02 07C-05 Sd P1 K 1 12 kb -
52 16C-01 Sd P1 L-01 1 12 kb P, T
53 12C-Bb P1 L-02 1 12 kb P, T
06 17C-01 Ss P1 M 1 12 kb -
65 10C-02 Sd P1 M 1 12 kb P,T
80 15C-01 Ss P6 B-04 2 3 kb, 10 kb P,T
81 15C-01 Ss P6 B-04 2 3 kb, 10 kb P,T
82 02C-17 Ss P4 A-06 3 1,8 kb, 2 kb, 10 kb P,T
96 02C-17 Ss P4 A-06 1,8 kb, 2 kb, 10 kb T,E
72 10C-01 Sd P2 A-02 2 5kb, 10 kb P,T




Tablo 3.9.Devam

izolat no izolat Plazmid Pulsotip Plazmid Biiyiikliik Antibiyotik direng
grubu say1sl ozelligi
71 10C-Be P2 B-03 2 5kb, 10 kb P,T
85 10C-01 Sd P3 A-02 3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
83 07C-10 Sd P3 A-16 3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
56 07C-03 Sd P3 C 3 5kb,12 kb, 19 kb P, T
84 07C-10 Sb P3 C 3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
46 20C-06 Sd P5 A-08 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
45 15C-Bb P5 D 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
86 10C-02 Sd P3 A-02 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,T
87 20C-08 Ss P3 A-06 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,T
09 12C-02 Ss P3 A-13 3 5kb, 12 kb, 19 kb -
50 15C-Be P3 D 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,E
89 03C-01 Ss P8 A-06 4 3 kb, 8kb, 12kb, 16kb | P,T
10 12C-02 Ss P8 A-12 4 3 kb, 8 kb, 12kb, 16kb | -
47 04C-01 Ss P8 B-01 4 3kb,8kb, 12kb, 16kb | P
90 10C-02 Sd P8 B-06 4 3 kb, 8kb, 12kb, 16kb | P,T
48 20C-05 Sd P7 A-01 4 7kb, 8 kb, 12kb, 19kb | P
49 20C-05 Ss P7 A-19 4 7kb, 8 kb, 12kb, 19kb | P
38 17C-01 Ss P7 B-02 4 7kb, 8 kb, 12kb, 19kb | -

P: penisilin, T: tetrasiklin, E: eritromisin, Ox: oksasilin, Enr: enrofloksasilin 01¢-02 Ss: Birinci ¢iftlik, ikinci

sigir siit, 01¢-07 Sd: Birinci giftlik, yedinci sigir deri, 07¢-10 Sh: Yedinci ¢iftlik, onuncu sigir burun, 10¢-Bb:

Onuncu giftlik, bakici burun, 15¢-Be: Onbesinci giftlik, bakicr el.




4.TARTISMA VE SONUC

Stafilokoklar, hayvanlarda ve insanlarda Onemli enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. S. aureus, bitiin diinyada siit ineklerinde goriilen mastitisin en 6nemli
nedenidir. insanlarda ise nozokomiyal ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar.
Ayrica, son yillarda MRSA izolatlarinin sikliginda meydana gelen artiglar, stafilokok
enfeksiyonlarinin ve antibiyotiklere karst mikroorganizmalardaki direng geligiminin
kontrolii i¢in etkili stratejiler gelistirmek geregini ortaya c¢ikarmistir. Bu nedenle,
S. aureus epidemiyolojisinin, patogenezinin ve popiilasyon genetiginin iyi bilinmesi

gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amaci Kirikkale ve c¢evresinde bulunan siit sigirciligi
isletmelerindeki ineklerin meme basi derileri, burunlari, siitleri ile bakicilarin deri ve
burunlarindan izole edilen S. aureus izolatlarimin fenotipik ve genotipik 6zelliklerini
aragtirmaktir. Bu amagla izole edilen 96 S. aureus izolatinin g¢esitli antibiyotiklere karsi

duyarliliklar1, plazmid profil analizleri ve makrorestriksiyon analizleri yapildi.

Tiirkiye’de degisik bolgelerde yapilan ¢alismalarda mastitisli inek siitlerinden
%28-73 arasinda degisen oranlarda S. aureus izole edilmistir (Arda ve Istanbulluoglu
1980, Aydin ve ark. 1995, Tiiriitoglu ve ark. 1995, Sahin ve ark. 1997, Kuyucuoglu ve
Ugar 2001, Risvanl ve Kalkan 2002, Beytut ve ark. 2002, Yavuz ve Esendal 2002,
Kirkan ve ark. 2005). Bu ¢alismada ise mastitisli inek siitlerinden %61 (74 adet) ve
CMT negatif siit 6rneklerinden %6,8 (21) oraninda stafilokok izole edildi. Izole edilen

stafilokoklarin ise % 48,4°1 (46) S. aureus olarak tanimlandi.

Bu calismada elde edilen verilere gore siitlerden izole edilen stafilokoklarin
%351,2’sini (46 adet) KNS’lar olusturmaktadir. Bu stafilokoklarinda %15,7’si (15)
S. haemolyticus, %8,4°1u (8) S. epidermidis, %6,3 ‘i (6) S. lugdunensis, %6,3’1 (6)
S. warneri, %4,2°si (4) S. saprophyticus, %4,2’si (4) S. simulans, %2,1°1 (2) S. cohnii
spp.cohnii, %1°1 (1) S. capitis, %1°1 (1) S. hyicus, %1°1 (1) S. intermedius, %1°1 (1)
S. lentus olarak belirlendi. Stitlerden 11 farkli stafilokok tiirii tanimlandi. Hadimli ve

ark. (2001) mastitisli inek siitlerinden S. epidermidis, S. simulans, S. chromogenes,



S.saprophyticus, S. caprea olmak iizere bes farkli tiir KNS tanimlamislardir. Kirkan ve
arkadaglarinin  (2005) Aydin bolgesinde yaptiklar1 calismada ise mastitisli inek
siitlerinden %20 oraninda KNS izole etmisler ve izole ettikleri KNS’lar arasinda
S. hyicus, S. chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sciuri, S. lentus, S. cohnii
spp.cohnii olmak tlizere yedi farkli tiir belirlemiglerdir. Son yillarda KNS’larin
olusturdugu enfeksiyonlarin sikligt hem insan hekimliginde hem de veteriner

hekimlikte artmaktadir.

Stafilokoklarin tanimlanmasinda ¢ok sayida biyokimyasal testin yapilma
gerekliligi, zaman almasi ve daha az patojen olarak diisiiniilmeleri nedeniyle son yillara
kadar yapilan c¢aligmalarda koagiilaz pozitif stafilokoklar S. aureus olarak diger
stafilokoklar da S. epidermidis veya KNS olarak tanimlanmaktaydi. Ancak gilinlimiizde
gelistirilmis olan hizli ve pratik tant kitleri kullanilarak stafilokok tiirlerinin
tanimlanmas1 kisa siirede, pratik bir sekilde yapilabilmektedir. Bu ¢alismada da c¢ok
sayida farkli KNS tiiriiniin tanimlanmis olmasi stafilokok tiirlerinin tanimlanmasinda
“BD BBL Crystal™ Identification Systems Gram-Positive ID Kit” (Becton Dickinson-
ABD) kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Geleneksel biyokimyasal testlerle saf
olarak izole edilmis stafilokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasi bir haftadan daha uzun
stirebilen, zahmetli ve ¢ok sayida test gerektirirken hazir kitlerle bu siire 24 saate kadar
inebilmektedir. Yurt disinda bu kitler hem Veteriner Hekimlikte hem de Tip alaninda
yaygin olarak kullanilmakta ancak iilkemizde Tip alaninda yaygin olarak
kullanilmasina karsin Veteriner Hekimlik alaninda pahali olmalarindan ve belirli bir raf

Omiirlerinin olmalarindan dolay1 sinirli kullanilmaktadir.

Calismada siit sigirciligi isletmelerindeki ineklerin meme basi derilerinden
%51.1 oraninda (223 adet) stafilokok izole edildi. Bu stafilokoklarin %23,3{i (52 adet)
S. haemolyticus, %15,6’s1 (35) S. aureus olarak tamimlandi. Ineklerin meme basi
derilerinde en yiiksek oranda %23,3 (52 adet) oraninda S. haemolyticus izole edilirken
ikinci sirada %15,6 (35 adet) oraninda S. aureus izole edildi. Daha 6nceki ¢aligmalarda
inek derisinden (Nagase ve ark. 2002) ve ineklerin meme basi derilerinden (Zadoks ve
ark. 2002) S. aureus izole edilmistir. Ancak ineklerin meme basi derilerinde diger

stafilokok tiirlerinin izolasyon oranlar ile ilgili bir calismaya yaptigimiz literatiir



taramasinda rastlanamadi. Yine ¢alismada ticari hazir tami kiti kullanilarak ineklerin

meme basi derilerinden 17 farkli stafilokok tiirii tanimlandi.

Ineklerin burun siiriintii drneklerinden %45 (98 adet) oraninda stafilokok
izole edildi. Ineklerin burunlarindan en ¢ok %23,4 (23) oraninda S. haemolyticus izole
edilirken %15,3 (15 ) oraninda S. xylosus ikinci sirada en c¢ok izole edilen stafilokok
tiri oldu. Sonra sirasiyla, %8,1 (8) oraninda S. equorum, %8,1 (8) oraninda S.
simulans, %8,1 (8) oraninda S. warneri izole edildi. Sonu¢ olarak ineklerin
burunlarindan 15 farkli stafilokok tiirii izole edildi. Inek burnunda S. aureus tastyicilig
%3 (3) olarak belirlendi. Yine yaptigimiz literatiir taramasinda inek burunlarinda S.

aureus tastyiciligi ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmadi.

Saglikli bireylerin burun florasinda %20-55 oraninda S. aureus taginmaktadir
(Nouwen ve ark. 2001). Ancak yapilan bu c¢alismada az sayida 6rnek incelendigi i¢in
(12 bakict) bu konuyu dogrulayici bir ylizde verilemedi. Tip alaninda, 6zellikle hastane
enfeksiyonlarinin  bulagsmasinda insan burnunda S. aureus tastyiciligi oldukca
onemlidir. Ancak, yaptigimiz literatiir taramasinda ineklerin burunlarinda S. aureus
tagiyiciligt ile ilgili bir ¢caligsmaya rastlanmadi. Veteriner Hekimlikte mastitislere neden
olan S. aureus izolatlan ile ilgili caligmalar sadece mastitisli hayvanlarin siitleriyle
siirli kalmistir. S. aureus enfeksiyonlarindan korunmak icin bakicilarin ve ineklerin
kendi floralarindaki portorliik roliiniin de arastirilmasi gerekmektedir. Calismamizin
gercek hedefi bu olmadigindan siirli sayida inek burun taramasi yapilmistir. Ancak
elde edilen sonuglar mastitis epidemiyolojisinde ineklerin burun florasi ve meme basi
derisindeki stafilokoklarin roliinlin daha detayli incelenmesi gerekliligini ortaya

koymaktadir.

Ineklerin siitlerinden en yiiksek oranda S. aureus izole edilirken ikinci sirada
S. haemolyticus tammlanmistir. Ineklerin meme basi derilerinden ise ilk sirada
S. haemolyticus, ikinci sirada S. aureus izole edilmistir. Ineklerin burunlarindan ilk
sirada S. haemolyticus, ikinci sirada S. xylosus tammlanmustir. ineklerin burunlarinda
S. aureus tastyiciign %1,4 (3) olarak belirlenmistir. Inek meme basi derisi ve

stitlerinden izole edilen stafilokok oranlari birbirine yakin bulunmustur.



Antimikrobiyal direng, son yillarda Veteriner Hekimlik ve Tip alaninda
iilkemizde ve diinyada 6nemli bir sorun haline gelmistir. Ilk antibiyotigin kullanima
girmesinden bu yana 60 yillik bir siire gecmis olup gerek insan ve gerek Veteriner
Hekimlik alaninda pek ¢ok bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde iimit edilmeyen oranda
basarilar elde edildi. Ancak, bakterilerde penisiline karsi baglayan diren¢ problemi
zamanla kullanima giren streptomisin (1947), tetrasiklin (1952), eritromisin (1955),
vankomisin (1967) ve gentamisin (1972) gibi yeni antibiyotiklerde de goriilmeye
baslamis ve biiyiilk ekonomik kayiplara neden olan endise verici boyutlara ulagmistir.
Bu gelismelerin sonucu olarak gilinlimiizde, antibiyotik direngliliginin kontrol altina
alimmast icin basta WHO ve FAO olmak iizere ulusal ve uluslar aras1 sag duyulu
organizasyonlar bir ¢ok global strateji ¢alismasi ve sérveyans programini uygulamaya

koymustur (Avorn ve ark.2001).

Antibiyotiklerin hayvancilikta kullanimlarinin artmasiyla insan ve hayvanlarda
ampisilin, streptomisin, kloramfenikol, sulfonamid, tetrasiklin antibiyotiklerine ¢ogul
direngli Salmonella Thiphymurium DT104 sugunun olusturdugu enfeksiyonlarin sikligi,
florokinolon direngli Campylobacter jejuni suglarimin insanlarda ve kanatlilarda
olusturdugu enfeksiyonlarin sikli§1 ve vankomisine direngli enterokoklarin domuz ve
kanatlilardan izolasyon oranlart artmistir. Bilindigi lizere hayvanlarin dogal florasinda
bulunan bakterilerden insan patojenlerine, gen aktarimi yoluyla diren¢ 6zellikleri
gecebilmektedir. Gen aktarimi (gen flow) diye tanimlanan bu olgu vasitasiyla insanlar
icin patojen Ozellige sahip pek cok bakteri, gerek tiir i¢i gerekse tiirler arasi gen
aktarimlar1 ile hayvan orjinli bakterilerden cesitli antibiyotiklere kars1 direng 6zelligi
kazanmaktadirlar. Ornegin hayvanlarda yemden yararlanmay1 artirmak igin nalidiksik
asit, norsetrisin, avoparsin, virjinamisinin siirekli kullanimi, insanlarda tedavi amagh
kullanilan eritromisin, oksitetrasiklin, vankomisin, kuinopristin/dalfopristine karsi
direncin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Yine yem katki maddesi olarak kullanilan
avoparsin, vankomisin ile aymi grupta bulunan bir glikopeptid antibiyotiktir.
Vankomisin ise beseri hekimlikte MRSA’larin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle enterokoklar arasinda vankomisin (VRE)
direnci pek ¢ok iilkede dnemli bir halk sagligi sorunudur. Avoporsin ile karsilagsmis

hayvanlardan elde edilen gidalarda VRE izole edilmektedir. Gelismeyi arttirici olarak



hayvanlarda avoparsin kullanilan iilkelerde hayvansal gidalardan ve hastanede

yatmamis insanlardan VRE izole edilebilmektedir (Avorn ve ark.2001).

Yukarida aciklanan nedenlerden dolayi son yillarda ciddi boyutlara ulasan
antimikrobiyal direnclilik sorunu gelismis ve gelismekte olan tilkelerde nozokomiyal ve
toplum kokenli bakteriyel enfeksiyonlarin sonucu 6liim oranlarinin artiglarina, tedavi
siirelerinin uzamasina, hastanede kalis siiresinin uzamasi sonucu is giicii kaybina, yeni
gelistirilmis pahali antibiyotiklerin kullanilma zorunlulugu gibi olumsuz etkilere yol
acmaktadir. Veteriner Hekimlik alaninda ise ¢ogul direngli patojen bakterilerin sebep
oldugu enfeksiyonlar, gerek siit ve besi sigirciligr ve gerekse tavukculukta onemli
ekonomik kayiplara sebep olmakta, profilaktik ve yemden yararlanmay1 artirmak
amactyla kullanilan ¢esitli antibiyotiklerin olusturduklar seleksiyon baskisiyla insan ve
hayvan popiilasyonlar1 i¢in biiyiik risk olan bir ¢ok zoonotik ve komensal direngli
bakteri klonlarinin gelismesine neden olarak gelecekte insan ve hayvan popiilasyonlari
icin antibiyotik Oncesi doneme doniis riskini olusturmaktadir. Ayrica bakterilerde
gelisen antibiyotik direnci, daha toksik, daha genis spektrumlu ya da daha pahali olan
antibiyotiklerin kullanimina yol agmaktadir (Giir 2002).

Bu gelismelerin sonucu, Tarim ve Koyisleri Bakanligi tarafindan “Yem katkilar
ve Premikslerin Uretimi, ithalat;, Ihracati, Satis1 ve Kullammi Hakkinda Tebligde
Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig (Teblig No: 2006/1) ile tiim antibiyotiklerin yem

katk1 ve premikslerde kullanimi yasaklanmaistir.

Arda ve Istanbulluoglu (1980) Karacabey Harasi, Cifteler Haras1 ve Lalahan
Zootekni Arastirma Enstitlilerinde yetistirilen ineklerin siitlerinden S. aureus izole
etmisler ve izole ettikleri stafilokoklarin penisiline %75, eritromisine %50, tetrasikline
%70, gentamisine %60 oranlarinda direncli olduklarin tespit etmislerdir. Aydin ve ark.
(1995) Kars ilinde yaptiklar1 ¢calismada S. aureus izolatlarinda penisilin direnci %82,
tetrasiklin direnci %67, enrofloksasin direnci %10 olarak belirlemislerdir. Hadimli ve
ark. (2001) Konya’da yaptiklar1 ¢alismada penisilin direncini % 61,7 olarak
belirlemislerdir. Kirkan ve ark. (2005) stafilokoklarda penisilin direncini %95

bulmuslar, kanamisine %15 direng ve siprofloksasine %0 diren¢ belirlemislerdir. Bu



calismada elde edilen sonuclara gore Kirikkale ve ¢evresinde ¢esitli kaynaklardan izole
edilen S. aureus izolatlarinda penisilin direnci %85,4, tetrasiklin direnci %45,8,
eritromisin direnci %8,3 olarak belirlenmistir. Penisilin direncinin yiiksekligi penisilin
preperatlarinin sigirlarda mastitis ve diger enfeksiyonlarin tedavisinde 1960 yilindan
beri kullanilmasinin bir sonucu olarak B-laktamaz enzimlerinin yayilimi ile iliskili
olabilir. Antibiyotik kullanimindaki artis1 takiben diren¢ gelisiminde de bir artis
gozlemlenmistir. En fazla direng penisilin, tetrasiklin ve eritromisin gibi antibiyotiklere

kars1 gelismistir (Rich, 2005).

Tirkiye’de hayvanlarda tedavi amach kullanilmak iizere penisilin G ve
tetrasiklin preparatlarinin 1960 yilinda, makrolid grubu ise 1970 yillarinda
ruhsatlandirilmigtir. Kinolon grubu antibiyotikler ise hayvanlarda kullanilmak {izere
1989 yilinda ruhsatlanmistir. B-laktamaza direngli ilk ilag kloksasin preparati ise (meme
ici preparat) 1993 yilinda ruhsatlandirilmistir. Dolayisiyla antimikrobiyal ilaglarin

kullanimu ile direng gelisimi arasinda bir paralellik oldugu diisiiniilebilir.

Antibiyotik kullanim1 ve direng arasindaki iliski bir ka¢ calismadan elde edilen
verilerle desteklenmektedir. Antibiyotik tiiketim orani yiiksek olan {iilkelerde direncte
yuksektir. Vintov ve ark. (2003) dokuz Avrupa iilkesi ve ABD’de mastitisli inek
stitlerinden izole ve identifiye edilen 815 S. aureus izolatinin ¢esitli antibiyotiklere
kars1 duyarhliklarini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore, Iskandinav iilkelerinde
(Danimarka, Norveg, Isvec) penisilin direnci diisiik, Amerika, Ingiltere ve Irlanda gibi
tilkelerde cok yiiksek tespit edilmistir. Bu farklilik, bu dlkelerde uygulanan
antimikrobiyal politika farkliliklarindan kaynaklanabilmektedir. iskandinav iilkelerinde
diger {ilkelere nazaran daha siki antimikrobiyal politikalar vardir. Diger Avrupa
tilkelerinde ise penisilin direncinin orta seviyede oldugu vurgulanmistir. Sabour ve ark.
(2004) Kanada’da yaptiklar1 ¢alismada penisilin direncini %9,9 olarak belirlemislerdir.
Antibiyotik diren¢ dagiliminin lokal farklilik gostermesi, direng gelisiminde etkili rol
oynayan spesifik antibiyotiklerin kullaniminin yansimasi olabilecegine deginmislerdir.

Direng gelisimindeki ana faktoriin antibiyotik kullanim siklig1 oldugunu belirtmislerdir.

S. aureus tarafindan olusturulan sigir mastitislerinin tedavisinde, benzil penisilin

(penisilin G) yaygin olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Ancak bazi {ilkelerde



mastitislere neden olan stafilokoklar arasinda penisilin G direnci yaygin olup yaklasik
olarak izolatlarin yaris1 direnglidir. Yine antibiyotik uygulamalarina politik
kisitlamalarin getirildigi bazi iilkelerde de penisilin G’ye direng dikkati ¢cekecek sekilde
daha disiiktiir. S. aureus’larin neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlarin, ozellikle de
B-laktamaz iireten suslarin olusturduklar1 enfeksiyonlarda tedavi ¢cogunlukla basarisiz
olmaktadir. Bu nedenle, direng tespiti hem antimikrobiyal ila¢g se¢imi i¢in hem de
prognozun degerlendirilmesi igin gereklidir (Haveri ve ark. 2005a). Ulkemizde
stafilokoklarda penisilin direnci yiiksek oldugu icin mastitislerin tedavisinde penisilin
yerine Amoksisilin/klavulonik asit ve basitrasin/ tetrasiklin kombinasyonu preperatlar

tercih edilmektedir.

Haveri ve ark. (2005) mastitisli ineklerden izole ettikleri S. aureus’larda
penisilin G, sefaleksin, kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin,
neomisin, oksasilin, trimetoprim/sulfametoksazol gibi antibiyotiklerin MIK degerlerini
arastirmiglardir. B-laktamaz geni tasityan stafilokokal plazmidler iizerinde g¢ogunlukla
diger antibiyotikler i¢inde diren¢ genleri kodlanmaktadir. Ancak bu ¢alismada diger
antibiyotiklere direncin nadir fakat tetrasikline direngli suslarin ¢ogunlugunun
penisiline de direncli oldugunu tespit etmislerdir. Sigir mastitislerinden izole edilen S.

aureus izolatlar1 arasinda penisilin G’ye direng yaygindir (Haveri ve ark. 2005a).

Moroni ve ark.’1 (2005) italya’da kegi siitlerinden izole ettikleri 28 S. aureus
izolatinin penisilin, makrolid, aminoglikozid ve tetrasiklin grubu antibiyotikler i¢in
MIiKs, ve MiKoy degerlerini belirlemiglerdir. Penisilinin MiKso= 0,025 pg/ml ve MiKg
=0,1 pg/ml degerleri sinir degerin (Sinir deger=0,25) altinda oldugu ig¢in incelenen
izolatlar i¢in en etkin antibiyotik oldugunu vurgulamislardir. Sadece iki izolatta
penisilin direnci tespit etmislerdir. Ancak makrolid, aminoglikozid ve tetrasiklin grubu
antibiyotiklerin MIKqy degerlerinin smir degerlerden yiiksek oldugu igin bu
antibiyotiklerin zayif etkili olduklarini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da incelenen 96
S. aureus izolatinin gesitli antibiyotiklere karsi duyarliliklart MIK degerleri olarak
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, sefalotin, eritromisin, trimetoprim-
sulfametaksazol, rifampin, enrofloksasin, oksasilin, vankomisin, gentamisin ve
linezolid izolatlara kars1 yiliksek oranlarda etkin bulunmustur. En az etkili antibiyotik

ise penisilin olarak belirlenmistir.



Ugan ve Aslan (2002) Konya bolgesinde yaptiklar1 bir ¢calismada 75 S. aureus
izolatindan bir tanesinde metisilin direnci saptamiglardir. Kiregci ve Colak (2002) Kars
bolgesinde yaptiklar bir ¢alismada sadece iki (%8,7) susta MRSA tespit etmislerdir.
Hadimli ve ark. (2001) 78 S. aureus izolatimin 14 tanesinin MRSA oldugunu
bildirmislerdir. Kirkan ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada 85 S. auereus izolatinin
oksasilin direncini %60 olarak belirlemislerdir. Tiim bu ¢alismalarda metisilin direncini
oksasilin diski ile Kirby-Bauer Disk Difiizyon metotu ile belirlenmistir. Bu ¢aligmada
ise ¢esitli kaynaklardan izole edilen 96 S. aureus izolatinin metisilin direnci, oksasilin
(1png) diski, sefoksitin diski (30 pg) ile disk difiizyon metotu ve ayrica oksasilinli agar
tarama plag: ile degerlendirilmis ve Etest metodu ile de MIK’leri belirlenmistir.
Gilinlimiizde metisilin direncinin belirlenmesinde tek basina oksasilin diski yeterli kabul
edilmemektedir. Sefoksitin diskinin kullanmimi, MiK’lerin belirlenmesi ve mecA geninin
varliginin da PCR ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara
gore inek kokenli izolatlarin tiimii metisiline duyarli bulunmus, ancak 12 bakic1 kokenli
izolatin 3 tanesinde metisilin direnci belirlenmistir. Metisiline direngli suglar
sefalosporinler de dahil tiim [-laktam antibiyotiklere direnclidirler. B-laktamazlara
dayanikli olan antibiyotiklere diren¢ gelisimi Veteriner Hekimlikte heniiz bir sorun
teskil etmezken, bu antibiyotiklerin kullaniminin artmasiyla birlikte direng gelisimi
goriilebilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle mastitis tedavisinde metisilin direncinin

onemli bir faktor olarak dikkate alinmasinin yararl olacagi diistiniilmektedir.

Diger taraftan, etkenlerin tanimlanmasinda ve antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmadan veya regetesiz gelisiglizel antibiyotiklerin kullanimi1 mastitise neden olan
mikroorganizmalardaki antibiyotik direncinin artmasina neden olmakta ve
enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Ustelik antibiyotik kullanimi sirasinda
stitlerin atilmamasi tiiketici i¢cin de risk olusturmaktadir. Hayvanlarda antibiyotik
kullanimin1 sinirlayan uluslararasi 6nemli baskilarin amaci bakterilerdeki direncin

hayvansal iirlinlerle insan patojenlerine aktarilma riskini azaltmaktir (Nascimento

2005).



Veteriner Hekimlik alaninda antimikrobiyal direncin kritik seviyelere dogru
gelismesi, bliyiilk ekonomik kayiplara ve hayvan refahi problemlerine yol agar.
Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde antimikrobiyal ilaglarin yerini karsilamada
yeterli olmasalar bile agilama, immun sistemin giiclendirilmesi, pre- ve pro-biotiklerin
gelistirilmesi onemlidir. Ciftlik hayvanlarinda antibakteriyal ilaglarin kullanilmasi olas1
ilag kalintilar1 nedeniyle insanlar i¢in risk olusturmaktadir. Veteriner Hekimlik alaninda
anti bakteriyel ilaglarin kullaniminin makul diizeyde olmasi tesvik edilmelidir. Ancak

bdyle bir politikanin yiiriitiilmesi saha kosullarinda kolay degildir (Catry ve ark. 2003).

Hayvanlarin, insanlarda enfeksiyonlara neden olan MRSA i¢in rezervuar
olabilecegi cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur (Cefai ve ark. 1994, Middleton ve ark.
2005). Cefai ve ark. (1994) bir kopegin, MRSA tasidigin1 ve iki hemsireye iki kez
bulastirarak bu hemsirelerinde hastalarini1 bu etkenle enfekte etmelerine aracilik ettigini
rapor etmislerdir. Michigan Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesine 13
aylik bir zaman periyodunda gelen 11 hasta attan nazokomiyal epidemiye neden olan
MRSA suslar1 izole edilmis ve bu suslar PFGE ile tiplendirilmistir (Seguin ve ark.
1999). Bu yaymla hayvan hastanelerinden rapor edilen ilk nazokomiyal enfeksiyon

bildirilmistir.

Bu c¢aligmada elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglarina goére oksasilin
direngli 3 izolatin da insan kaynakli oldugu ve yine dort ilaca direngli iki izolatin insan
kaynakli oldugu belirlenmistir. Ineklerden izole edilen izolatlarm ise hepsinin
oksasiline duyarli oldugu ve en fazla ii¢ ilaca direncli sadece bir izolatin oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu veriler Tip alaninda Veteriner Hekimlik alanina gore

diren¢ sorununun daha 6nemli boyutlarda oldugunu gdostermektedir.

Ancak tilkemizde gerek Tip ve gerek Veteriner Hekimlik alaninda
antimikrobiyal diren¢ sorunu flizerinde entegre sorveyans sistemleri olusturulmali,
direng¢ 6zelliklerinin molekiiler epidemiyolojisinin yeterli diizeyde agiklanabilmesi igin
daha c¢ok sayida molekiiler caligmalar yapilmali ve diren¢ olgusunun kontrolii i¢in
gerekli stratejiler insan ve veteriner hekimlik alaninda gelistirilip uygulamaya

konmalidir.



Tip alaninda ve Veteriner Hekimlik alaninda S. aureus’un olusturdugu
enfeksiyonlarin epidemiyolojilerinin arastirilmasinda plazmid profil analizine siklikla
basvurulmaktadir (Baumgartner ve ark. 1984, Albay ve ark.1999, Lange ve ark. 1999,
Sancak ve Giinalp 2001, Sener ve ark. 2004, Aslantas ve ark. 2005)

Plazmid profil analizi epidemiyolojik calismalarda DNA’ya dayali yapilan ilk
tiplendirme metotlarindan biridir. Bu alanda plazmid analizi yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Incelenen bakterinin plazmid ekstraksiyonu yapildiktan sonra agaroz
jelde elektroforez islemine tabi tutulur. Izolatlarin tasidiklar1 plazmid sayis1 ve
molekiiler agirliklar1 belirlenerek suslar birbirinden ayrilabilmektedir (Weller 2000,
Arbeit 2003).

Plazmid profil analizi hizli, kolay ve tekrarlanabilirligi olan bir yontemdir.
Yapilmast daha zor olan, zaman alan ve pahali ara¢ gere¢ gerektiren PFGE gibi
tiplendirme yoOntemleri her laboratuarda uygulanabilecek yoOntemler degillerdir.
Plazmid DNA’sinin izolasyonunun hizli ve kolay olmasi; ayrica pek ¢ok laboratuarda
bu islem i¢in gerekli sistemlerin bulunabilmesi gibi nedenlerle bu teknigin uygun
oldugu diisiiniilmektedir (Sancak ve Giinalp 2001). Ancak yine de bu yontemin iilkemiz
kosullarinda ~ Veteriner =~ Hekimlik  alaminda S.  awreus  enfeksiyonlarimin
epidemiyolojilerinin arastirilmasinda klinik laboratuarlarda yaygin olarak rutin
uygulanmamaktadir. Plazmid profil analiz yontemi bazi dezavantajlara sahiptir.
S. aureus plazmidlerinin ¢ok sabit olmamasi yani plazmidlerini ¢abuk kaybedebilmeleri
veya kazanabilmeleri nedeniyle ayni isletmeden izole edilen S. aureus suslari arasinda
kiigiik  farkliliklar ~ olmaktadir. Plazmid tasimayan suslarin  tiplendirilmesi
yapilamayacagi gibi az sayida (1-2) plazmid tasiyan suslar i¢in bu yontemin ayirt etme

giicli zay1ftir

Baumgartner ve ark. (1984) inek mastitis olgularindan izole ettikleri
S. aureus’larin %75,2’sinde, Lange ve ark. (1999) mastitisli inek siitlerinden izole
ettikleri S. aureus izolatlarinin % 53,1’inde, Aslantas ve ark. (2005) plazmid profillerini

inceledikleri izolatlarin %94’iinde plazmid tespit etmislerdir. Bu ¢alismada ise plazmid



analizi yapilan suslarin  %88,5’inde plazmid tespit edildi. Plazmid izolasyon
oranlarindaki farkliligin stafilokoklarda bulunan plazmidlerin stabil olmamalarindan ve

plazmidleri ¢cabuk kaybedip kazanmalarindan olabilecegi kanisindayiz.

Yapilan gesitli ¢aligmalarda (Baumgartner ve ark. 1984, Lange ve ark. 1999,
Aslantag ve ark. 2005) plazmid tespit edilen izolatlarin cesitli antibiyotiklere direncli
olduklar1 belirlenmigstir. S. aureus izolatlarindaki antibiyotik direncinin plazmidler
tizerindeki diren¢ genleriyle kodlandig1 vurgulanmistir (Lyon ve Skurray 1987). Lange
ve ark. (1999)’ da 5 plasmid tasiyan bir izolatin incelenen tiim antibiyotiklere duyarl
oldugunu ve plazmid tasimayan {i¢ izolatdan birinin kanamisine, ikisininde penisilin
G/ampisiline direncli olduklarmi belirlemisler ancak izolatlarin tiimii incelendiginde
plazmid tasimayan izolatlarin incelenen antibiyotiklerin tiimiine duyarli oldugunu
belirlemislerdir. S.aureus izolatlar1 arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin plazmidle
iliskili oldugunu vurgulamislardir. Bu calismada da benzer sekilde 4 plazmid tasiyan iki
ve li¢ plazmid tasiyan bir izolatin incelenen tiim antibiyotiklere duyarli olduklari
belirlenmistir. Ancak direngli izolatlarin ¢ogunlugunun plazmid tagimasi yine S aureus
izolatlarinda antibiyotik direnci ile plazmidler arasinda bir baglantinin oldugunu

desteklemektedir.

Baumgartner ve ark. (1984) S. aureus suslarinda viriilans plazmidlerinin ¢ok
yaygin olmadigint var olan plazmidlerin antibiyotik diren¢ ile ilgili olduklarmni
belirtmislerdir. Aslantas ve ark.’nin (2006) yaptig1 bir ¢calismada 50 S. aureus izolatinin
6 tanesinde (%12) plazmid tasidigi halde incelenen tiim antibiyotiklere duyarh
oldugunu belirlemislerdir. Yine bu ¢alismada elde edilen verilere gore 10 tane (%10,4)
S. aureus izolatinin incelenen tiim antibiyotiklere duyarli olmasina ragmen plazmid
tasidigi belirlendi ve S. aureus izolatlarinin tasidigi plazmidlerin hepsinin direngle ilgili

olmadig1 belirlendi.

Bakicilardan ve hayvanlardan izole edilen S. aureus suslarinin plazmid
paternleri incelendiginde. Incelenen bakici izolatlar1 ile inek izolatlarmin plazmid
paternleri arasinda bir iligki belirlenemedi, yalnizca iki bakicinin ellerinden izole edilen

S. aureus izolatlan ile ilgilendikleri hayvanlarin siit ve meme basi derisinden izole



edilen S. aureus izolatlarinin plazmid paternleri ayni bulunmustur. Plazmid profil

analizi ile inek ve bakicilar arasinda S. aureus izolatlarinin bulasmadigi soylenebilir.

Ayni ahirda birden fazla farkli plazmid paterninde izolat belirlendigi gibi farkl
ahirlarda ayni1 plazmid paternine sahip izolatlarda belirlendi. Ayni ahirda bulunan
hayvanlar arasinda, bir hayvanin meme basi derisi ile siit izolatinda ve burnundan izole
edilen S. aureus izolatlarmin ayni plazmid’lere sahip olduklari tespit edildi. Bu
durumda plazmid profil analizi ile infekte hayvanlarin meme basi derilerinin, siitlerinin
saglikli meme loblarina ve ahirdaki diger saglikli hayvanlara S. aureus bulagsmasinda

onemli rol oynadiklarini diisiintilebilir.

Bu ¢alismada ve daha dnce yapilan ¢alismalarda (Goni ve ark. 2004, Sabour ve
ark. 2004) genetik olarak yakin iligkili olan izolatlarda farkli direng profilleri
belirlenmistir. Bu durum izolatlarin direng genlerini konjugasyon, transformasyon ve
transdiiksiyon mekanizmalar ile diger organizmalardan, ayni veya farkli stafilokok
tirlerinden veya diger gram pozitif bakterilerden gen transferi ile kazanmalar ile

aciklanmaktadir.

Bu calismada Kirikkale ve cevresinde siit sigircilik isletmelerinde cesitli
materyallerden izole edilen S. aureus izolatlarinin kromozomal DNA’larinin
makrorestriksiyon analizi yapildi. Elde edilen sonuglara gore yapisal aynilik oranlari
degerlendirildi. PFGE paternleri, (pulsotip Goni ve ark.2004), S. aureus izolatlar
arasindaki genetik yapisal farkliliklara uygun olarak ortaya c¢ikmaktadir. Kirikkale ve
cevresinde bulunan siit sigircilik isletmelerinde bir isletme i¢inde inek siitlerinden izole
edilen S. aureus izolatlar1 arasinda 1, 2, 3 ve 4 farkli pulsotip bulunabilmektedir. Ancak
ineklerin meme i¢ine adapte olan dominant bir pulsotip varligi belirlenmistir. Bu
calismada mastitisli inek siitlerinden izole edilen toplam 46 izolatin %76’s1 (35 tane)

tipA pulsotipi igerisinde bulunmustur.

Zadoks ve ark. (2000) yaptiklar1 bir calismada siitten izole ettikleri 38 S. aureus
izolatin1 7 ana ve 4 alt pulsotipe ayirmislar ve izolatlarinin tiimiinii tiplendirmislerdir.
Ug pulsotip (A, F ve G) ve alt tipleri yalnizca bir siiriiden, C, D ve E pulsotiplerini

sirastyla iki, li¢ ve dort siiriiden izole etmislerdir. Annemiieller ve ark. (1999)



Almanya’da subklinik mastitisli ineklerin siitlerinden izole ettikleri 25 S. aureus
izolatin1 PFGE teknigi ile tiplendirmisler ve 5 pulsotip belirlemislerdir. Pulsotip I, III
ve IV’in sirasiyla ¢, dort ve {i¢ farkli ciftlikte bulundugunu belirlemiglerdir. Bu
calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S.
aureus izolatlar1 6 ana pulsotipe ayrilmistir. A pulsotipi 10 isletmede de belirlenen
yaygin bir S. aureus klonu olarak saptanmistir. B pulsotipi 4 isletmede belirlenirken, E,
F, G ve M pulsotipileri yalnizca bir isletmede saptanmistir. C, D, H, I, J, K, L
pulsotipleride siit kokenli izolatlar bulunmamaktadir. Bir isletmede en fazla dort farkl
pulsotip belirlenmistir. Bir igletmede ii¢ pulsotip, iki isletmede iki pulsotip ve yedi
isletmede ise bir pulsotip belirlenmistir. Bu ¢alismada yukarda ag¢iklanan ¢aligmalarin
sonuglarina benzer sonuglar elde edilmistir. ineklerde mastitislere neden olan S. aureus
klonlar1 igletmelerin ¢ogunda bulunan yakin iligkili klonlardir ve Kirikkale ve

cevresinde yaygindir.

Zadoks ve ark. (2000) 55 insan ve 38 sigir kdkenli S. aureus izolatlarin1 “binary
metod” ile tiplendirmisler ve 16 siir ve 5 insan izolatin1 %90-95 oranlarinda yakin
iligkili bulmuslardir. Vautor ve ark. (2003) kegi siitlerinden {iretilen peynirlerden izole
edilen S. aureus’ larla sagim islemini yapan insanlarin ellerinden izole edilen S.
aureus’larin ayni pulsotipte bulundugunu belirlemisler ve sagimcilarin ellerinin bir
ciftlikte S. aureus bulasmasinda rol alabildiklerini belirtmislerdir. Bundan dolay1 bazi S.
aureus izolatlarinin hem insan hem ineklerde kolonize olabileceklerini belirtmislerdir.
Hennekinne ve ark. (2003) kesimhanelerde kasap burunlarindan, domuz, tavsan, kanatl
etlerinden, Veteriner fakiiltesi 6grencilerinden, domuz burunlarindan, mastitisli inek
siitlerinden ve kanathilardan 1izole ettikleri 73 adet S. aureus izolatlarim
makrorestriksiyon analizini yapmiglar ve 61 PFGE paterni belirlemislerdir. Sigir
kokenli suglarin bir alt kiimede toplandigini belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglara
gore ayni tiirden koken alan suslarin ayni pulsotip igerisinde yer aldiklarini ve pulsotip
ile tiir arasinda yiiksek korelasyon oldugunu belirlemislerdir. Bizim c¢alismamizda elde
edilen sonuglara gore bakicilarin el ve burunlarindan izole edilen S. aureus izolatlari ile
mastitisli ineklerin siitlerinden ve meme basi derilerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinin benzer pulsotipte olduklari belirlenmistir. Ornegin 7 nolu isletmede
bakicidan izole edilen iki burun izolatinin, ayni isletmede bulunan bir hayvanin meme

bast derisinden ve yine ayni isletmedeki baska bir inegin de burnundan izole edilen



S. aureus izolatlarinin genetik olarak ayni olduklar1 belirlenmis ve C pulsotipinde
gruplandirilmistir. Yine 10 nolu isletmedeki bakicinin elinden izole edilen izolatin ayni
isletmedeki ii¢ inegin meme basi derisinden izole edilen izolatin ve 17 nolu isletmedeki
bir bakicinin burun izolat1 ile de ayn1 isletmedeki mastitisli inek siitiinden izole edilen
izolatin yakin iliskili olduklari belirlendi. inekler ve bakicilardan izole edilen izolatlarin
benzer olmalar1 sagim islemi sirasinda bakterilerin insanlardan hayvanlara ya da
hayvanlardan insanlara gecebildigini géstermektedir. Ancak ineklerin meme bas1 derisi
ve siitlerinden izole edilen 56 adet (%58) izolatin A pulsotipinde tiplendirilmesi ve bu
tipte hi¢ bakici kdkenli izolatin bulunmamast S. aureus izolatlarmin tiir 6zgiilliigiiniin
oldugunu ve yalnizca bazi S. aureus izolatlarinin hem insan hem ineklerde kolonize

olabileceklerini belirtmislerdir.

Zadoks ve ark. (2002) yaptiklari bir ¢calismada 70 adet inek meme basi derisi, 4
adet sagimci eli, 34 adet sagim makinas1 ve 117 adet inek siitii kokenli S. auerus
izolatlarin1 PFGE metodu ile tiplendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore inek meme
basi derisinden izole edilen S. aureus izolatlarinin, inek siitii izolatlarindan farkli,
bakicilarin ellerinden izole edilen az sayidaki izolatlarla ise ayn1 pulsotipte olduklarini
belirlemislerdir. Insan izolatlarinin inek meme bas1 derisine bulasmasinda siit sagim
makinalarinin rol alabilecegini ortaya koymuslardir. Bu calismada ise inek meme basi
derisinden izole edilen S. auerus izolatlar1 ile mastitisli inek siitlerinden izole edilen
S. auerus izolatlar1 genetik olarak yakin iligkili bulunmustur. Bu durumun bélgede elle
sagimin yapildigi kiiciik aile tipi isletmelerinin yaygin olmasindan dolayi mastitisli
ineklerin siitlerindeki patojen etkenlerin sagim islemi sirasinda meme basi derisine ve
diger hayvanlara bulagtigimi gostermektedir. Ayrica bu calismada siit sigircilig
isletmelerinde, infekte ineklerin memelerinin siiriideki diger hayvanlara S. aureus
bulagmasinda 6nemli rol oynayan ana rezervuar oldugu ve S. aureus bulagmasinda
ineklerin meme bas1 derilerinin ve bakicilarinda bulagsmada rol oynadiklar1 da

gosterilmistir.

PFGE, ayirim giicii ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan gilivenilir bir
genotiplendirme metotudur. Bu yontem tekrarlanabilirlik 6zelliginin yiiksek olmasi
nedeniyle molekiiler yontemler igerisinde altin standart olarak kabul edilmektedir.

Ancak masrafli olmasi, pahali ekipmanlara gerek olmasi, zaman alict olmasi, zahmetli



olmasi ve sonuglarin yorumlanmasinin zor olmasi gibi dezavantajlari nedeniyle PCR
metotlarinin daha uygun oldugu vurgulanmaktadir (Lange ve ark. 1999, Zadoks ve ark.

2000).

Baumgartner ve ark. (1984) ile Lange ve ark. (1999) mastitisli siitlerden izole
edilen S. aureus suslan iizerinde yaptiklar1 ¢caligmalarda ¢ok sayida plazmid tagimayan
ve incelenen tiim antibiyotiklere duyarli suslarin varligini ortaya koymuslar ve bu
nedenle antibiyotik tiplendirme, plazmid profil analizlerinin S. aureus suglarinin
siiflandirilmasinda  giivenilir metotlar olamayacaklarini ileri siirmiiglerdir. Bu
calismada % 9,3 oraninda plazmid tasimayan S. aureus susunun varligini belirledik ve
yukaridaki goriisleri dogrular nitelikte veriler elde ettik. Ayrica 12 kb biiytikliikte tek
plazmid tasiyan izolatlar makrorestriksiyon analizi ile 13 fakli pulsotipe ayrildi. Bundan
dolayr PFGE tekniginin ayirim giiciiniin plazmid analizine gore yiiksek oldugu

dogrulandi.

Stephan ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada mastitisli ineklerden izole
edilen 34 S. aureus izolatlari PFGE analiz sonuglarma gore 11 farkli pulsotipe
ayrilmistir. Makrorestriksiyon analiz sonuglarina gore Isvigre’de mastitislerin yakin
iligkili S. aureus ‘lar tarafindan olusturuldugunu ve bunlarin genis bir alana yayildigim
ortaya koymuslardir. Annemiieller ve ark. (1999) inek mastitisli siitlerinden izole
ettikleri 25 S. aureus izolatinin makrorestriksiyon analizini yapmiglar ve Almanya’da
ineklerde mastitise neden olan yaygin bir S. aureus klonunun oldugunu belirlemislerdir.
Bu calismada da elde edilen makrorestriksiyon analiz sonuglart Kirikkale ve
cevresindeki ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarininda yaygin bir klondan kdken

aldiklarimi gostermektedir.

Sonug olarak, inek meme basi derisinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
mastitisli siitlerden izole edilenlerle yakin iligkili olmas1 patojenlerin yayilmasinda
meme basi derisinin ve mastitisli inek siitiiniin 6nemli rol oynadigini géstermektedir.
Bu durum sagim islemi sirasinda enfekte meme loblarindaki patojenlerin meme basi
derisine bulagsmasiyla ortaya c¢ikmaktadir. Bundan dolayr S. aureus izolatlarinin
epidemiyolojisinin arastirilmasinda makineli sagim ile elle sagimin yapildig

isletmelerde daha detayli ve karsilastirmali ¢aligmalar yapilmalidir. Ayrica S. aureus



izolatlarinin inek burnunda bulunma oranlari daha genis arastirmalarla ortaya

konulmalidir.

inek kokenli S. aureus izolatlarinin gesitli antibiyotiklere karsi direncleri
incelendi ve en yiiksek diren¢ penisiline, bunu takiben tetrasikline karsi belirlendi.
Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus’larin (n:46), penisiline duyarlilig
%19,5, tetrasikline duyarliligi %26, eritromisin % 95,7 olarak belirlenirken diger
antibiyotiklere duyarlilik %100 olarak belirlendi. Ineklerin meme bas1 derisi ve burun
stirlintii 6rneklerinden izole edilen S. aureus (n:38) izolatlariin penisilin duyarlilig
%13,2, tetrasiklin duyarliligt %50 olarak belirlenirken diger antibiyotiklere tiim
izolatlar duyarli olarak belirlendi. Meme basi derisi ve siit kdkenli izolatlar arasinda
antimikrobik ilaglara duyarlilik yoniinden 6nemli bir fark belirlenmedi. Ayrica inek
kokenli izolatlar arasinda MRSA suslarina rastlanmadi. Bundan dolay ineklerden izole
edilen stafilokoklarda antibiyotik direng tehlikesi simdilik sinirli gériinmektedir. Ancak
diger antibiyotiklere de direncin olusmasin1 ve bakterilerdeki ¢ogul direncliligin
engellenmesi i¢in iilke genelinde ¢ok merkezli sorveyans programlari uygulanarak
patojen ve indikator bakterilerde diren¢ durumunun siirekli kontrol edilmesi

gerekmektedir.

Ineklerden izole edilen S. aureus izolatlarinda belirlenen antibiyotik direncinin
kromozom veya plazmid kaynakli olup olmadigi bakterilerde ethidiyum bromid ile
plazmid eliminasyonu saglandiktan sonra diren¢ analizinin tekrar yapilmasi ile

belirlenebilir.

Bu ¢alismada, elde edilen verilere ek olarak ortaya konulan pulsotipin dizi
analizlerinin yapilmasiyla S. aureus izolatlariin molekiiler epidemiyolojisi daha
aydinlatici hale getirilebilir. Ayrica ¢alismada elde edilen molekiiler veriler, iilkemizin
diger bolgelerinde gerceklestirilecek calismalardan elde edilecek verilerle birlikte
degerlendirilerek mastitis enfeksiyonunun kontroliinde yararlanilacak etkili asilar

gelistirilebilir.
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