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ONSOZ

Otitis, kopeklerde ozellikle kiigiik hayvan kliniklerinde yaygin olarak karsilagilan
hastaliklardandir. Otitis eksterna, dis kulak yolunun akut ya da kronik yangisi olarak
tanimlanan, multifaktoriyel etiyolojiye sahip ve kopeklerde hastaliklarin %5-20’sini olusturan

inatc1, kronik olgularda tedavisi gii¢ bir hastaliktir.

Otitis eksterna hastaliginin hazirlayici sebepleri arasinda; 1s1, rutubet, kulak kirliligi,
yas, cinsiyet, irk, travma, asir1 duyarlilik, otoimmun hastaliklar, anatomik yapi, pH, kulak
akarlar1 ve yabanci cisimler yer almaktadir. Cogu olgularda bakteriyel infeksiyonlar sekonder
olarak gelismektedir. Otitis eksterna vakalarinda en sik rastlanilan bakteriyel etkenler;
Staphylococcus intermedius, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella spp.,
Bacillus spp., Serratia spp., Corynebacterium spp. ve Escherichia coli’dir.

Staphylococcus intermedius, otitis eksterna ve piyodermali kopeklerden ¢ogunlukla
izole edilen stafilokok tiirleri arasinda yer almaktadir. Ayrica saglikli kdpeklerin agiz, kulak,

burun, farenks ve anislerinden de izole edilebilirler.

Son yillarda S. intermedius’un nozokomiyal ve toplum kokenli infeksiyon etkenleri
arasindaki Onemi giin gectikge artmaktadir. Yapilan gesitli ¢aligmalarda toksin dretimi,
siiperantijen olma 06zelligi ile zoonotik 6dneme sahip bir mikroorganizma oldugu bildirilmistir.
S. intermedius’un trettigi toksinlerden en 6nemlisi, epidermolitik bir toksin olan eksfoliatif
toksin (SIET) dir.

Yapilan gesitli ¢alismalarda otitis eksternali kopeklerden izole edilen S. intermedius
suslari, PZR metoduyla genotipik olarak arastirildiginda; eksfoliatif toksini kodlayan siet
genin varligimin klinik semptomlarda rolii oldugu bildirilmistir. Ayrica arastirmacilar, saglikli
kopeklerden izole edilen S. intermedius suslarinda da eksfoliatif toksini kodlayan siet genini

tespit etmislerdir.

Arastirmamizda S. intermedius’un siet geninin PZR teknigiyle belirlenmesi, eksfoliatif
toksinin saglikli kopeklerle, otitis eksternali kopekler arasindaki oraninin karsilastirilmasi, s6z

konusu etkenle miicadelede arastirmacilara 6nemli bilgiler sunacagi diisiinilmektedir.
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1. GIRIS

Micrococcaceae ailesinin Uyesi olan stafilokoklar, deri ve mukozalarda kolonize
olabilen, memelilerin, kuslarin ve siirlingenlerin normal flora iiyeleridir. Firsatgr patojen
olmalari, hem insan hem de hayvanlarda 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Hayvanlarda en fazla hastalik yapan stafilokoklar: S. aureus, S.
schleiferi, S. epidermidis, S. hyicus, S. xylosus, S. simulans ve S. intermedius tirleridir (Sasaki
ve ark 2005, Oztiirk ve ark 2010, Bond ve Loeffler 2012, Cristina ve Degi 2013, Udegbunam
ve ark 2014).

Otitis, kopeklerde 6zellikle kiigiik hayvan kliniklerinde yaygin olarak karsilasilan
hastaliklardandir. Otitis eksterna; dis kulak yolunun akut ya da kronik yangisi olarak
tanimlanan ve multifaktoriyel etiyolojiye sahip bir hastaliktir. Yapilan ¢esitli arastirmalarda
kopeklerde otitis eksterna prevalansinin %5 ile %20 arasinda oldugu bildirilmistir (Samsar ve
Akin 2006, Petrov ve ark 2013).

Staphylococcus intermedius otitis eksterna ve piyodermali kdpeklerden g¢ogunlukla
izole edilen hastalik etkenidir. Bu mikroorganizma guvercin, kdpek, vizon ve atlarin gesitli
hastaliklarinda tespit edilmis ve yeni bir tiir olarak 1976 yilinda tanimlanmistir (Hajek 1976).
S. intermedius bakterisinin g¢ogunlukla saglikli hayvanlarin; kulak, oral, nasal ve anis

bolgelerinde bulundugu bilinmektedir (Petrov ve ark 2013).

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, S. intermedius’un kopeklerde piyodermaya sebep olan
virulans faktorlerinden eksfoliatif toksin firettigi bildirilmistir (Terauchi ve ark 2003).
Eksfoliatif toksin; epidermolitik bir toksin olup, stafilokokal infeksiyonlarin vezikiiler ve
eksfoliatif deri lezyonlarindan sorumludur. Hasta ve saglikli kdpeklere ait drneklerden izole
edilen koagulaz pozitif stafilokoklar: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metoduyla fenotipik
ve genotipik olarak arastirildiginda, S. intermedius suslarmin eksfoliatif toksini kodlayan siet

genin varhi@inin klinik semptomlarda rolii olabilecegi belirtilmistir (Lautz ve ark 2006).

S. intermedius; toksin Gretimi, siiperantijen olma 6zelligi ile zoonotik 6neme sahip son
derece onemli bir mikroorganizmadir. Bu nedenle son yillarda yapilan nozokomiyal ve
toplum kokenli infeksiyon etkenleri ¢alismalarinda yer aldigi gériilmektedir (Cristina ve Degi
2013, Petrov ve ark 2013, Udegbunam ve ark 2014).



Insanlarda yapilan cesitli c¢alismalarda S. intermedius’un; kdpek 1sirmasi sonucu
yaralarda, beyin abselerinde, otitis eksterna vakalarinda, kateterizasyon ile sekillenen
bakteriyemide, koroner bypass operasyonu sonrasi sekillenen pneumonide rol oynadigi

gozlenmistir (Vandenesch ve ark 1995, Gerstadt ve ark 1999, Tanner ve ark 2000).

S6z konusu bakteri ile enfekte kopekler ve temas halde olan kisilerde yapilan
caligmalar giiniimiizde hiz kazanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda s6z konusu etkenin
insanlarda gorulmesi, enfekte hayvanlardan insanlara gegisin miimkiin oldugunu kanitlar
niteliktedir (Teraucki ve ark 2003, Boost ve ark 2008, Fitzgerald 2009, Bond ve Loeffler
2012, Cristina ve Degi 2013, Udegbunam ve ark 2014).

S. intermedius tlrinun kopeklerde hastaliklara yol agan mikroorganizmalar arasinda
yer almasi, zoonoz olmasi ve infeksiyon-kolonizasyon ayrimi1 yapmada, direng paternlerini
degerlendirmede hekimleri zor durumda birakmasi toksijenik potansiyellerinin arastirilmasini
zorunlu kilmaktadir. S6z konusu nedenlerden dolayi, yapilan bu calismada otitis eksternali ve
saglikli kopeklerden izole edilen, S. intermedius suslarinda eksfoliatif toksini kodlayan siet

genin varhigi PZR metoduyla fenotipik ve genotipik olarak arastirilmistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Otitis Eksterna

Otitis eksterna; dis kulak yolunun akut ya da kronik yangisini tanimlayan genel bir
terimdir. Yapilan bircok aragtirmaya gore; kopeklerde otitis eksterna prevalansinin %35 ile
%20 arasinda oldugu rapor edilmistir (Samsar ve Akin 2006). Ozellikle kiicik hayvan
kliniklerinde yaygin olarak karsilasilan ve multifaktoriyel etiyolojiye sahip bir hastaliktir
(Petrov ve ark 2013).

Kopeklerde dis kulak yolu, meatus akustikus eksternustan membrana timpaniye kadar
olup huni seklinde bir yapidir. K&pek yavrulart yeni dogduklarinda dis kulak kapali
durumdadir. Histolojik olarak saglikli kopeklerin dis kulak yolunda, yilizlek dermis katinda
pek cok sebaseoz bez, derin dermiste ise birka¢ adet apokrin bez bulunmaktadir. Dis kulak
yolu annular kikirdak, skutiform kikirdak ve aurikular kikirdak olmak Uzere U¢ adet elastik
kikirdaktan olugmaktadir (Samsar ve Akin 2006).



Kopeklerde kulak ile ilgili problemler kedilere oranla daha fazla goérilmektedir (Cole
2003). Bunun nedeni kulagin anatomik yapisinin farkliligidir. Kedilerde kisa ve diiz olan
kulak kanali, kdpeklerde uzun ve dirsekli bir yapidadir. Kulak salgilarinin akist zor oldugu
gibi, pisi otu ve benzeri yabanci cisimlerin kanaldan gegmesi durumundada erisilmesi bir o

kadar zor olmaktadir.

Kopeklerde irklara gore farkli kulak sekilleri goriilmektedir. Dik kulakli, sarkik
kulakli, kiigiik veya biiyiik kulakli irklar yaninda, kulak kepgesi tiiylerle kapli olanlar veya
tiiysiiz olanlar gibi yiizlerce 1k s6z konusudur. Ozellikle otitis eksternaya yakalanma orani
sarkik kulakli kopek irklarinda, melez ya da diger irklara gore daha fazladir. Kulak
hastaliklar1 Cocker gibi uzun kulakli kopeklerde bir irk hastaligi olarak goriilebilmektedir.
Bazi wrklarda kulak kanalinin ventilasyon yetersizligi disinda kulak hastaliklarina yatkinlikta
soz konusu olabilmektedir. Ornegin Golden retriever, Dalmatian ve Ingiliz buldog ki
kopeklerde allerjik biinyelerine bagh olarak dis kulak yolu yangilar1 daha sik goriilmektedir.
Ayrica otitis eksternaya sik yakalanan: Labrador retreiver, Springer spaniel, Spaniel cocker,
Greyhounds ve melez irklar1 da 6rnek verilebilir (Petrov ve ark 2013).

Otitis eksternanin en belirgin semptomu kasint1 ve agridir. Kopeklerde kulagi kasima
istegi, kulaklarini sallama, basin hasta kulak tarafina dogru egik tutulmasi dikkati ¢eken
unsurlardir. Kulak kaidesine dogru yapilan palpasyonlarda, hayvanin siddetli agr1 duydugu
saptanmaktadir (Cristina ve Degi 2013).

Otitis eksterna ile ilgili yapilan birgok arastirmaya goére hastaligin hazirlayici sebepleri
arasinda; 1s1, rutubet, kulak kirliligi, yas, Cinsiyet, irk, travma, asirt duyarlilik, otoimmun
hastaliklar, anatomik yapi, pH, kulak akarlari ve yabanci cisimler oldugu bildirilmistir

(Keskin ve ark 1999, Blanco ve ark 2000, Oliveira ve ark 2008).

Otitis eksterna’nin patogenezi, predispoze faktorler, primer faktorler ve kronik
faktorlere bagli olarak farkli sekillerde gelisebilmektedir. Klinik hekimlikte kulak
hastaliklarinin patogenezinin belirlenememesi nedeniyle, hastalikla miicadelede tedavi ve
koruyucu Onlemlerin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Ozellikle primer ve predispoze
faktorlerin tam olarak belirlenememesi kronik kulak hastaliklarinin en 6nemli sebebi
olmaktadir (Samsar ve Akin 2006).

Otitis eksterna primer faktorlerin mevcut olmasi ile ger¢eklesmektedir. Dis kulak yolu

hastaliklarinin altinda genelde dermatolojik bir hastalik yatmaktadir. En sik karsilasilan
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primer faktorler hipersensitivite, parazitler, yabanci cisimler ve travmalardir (Logas 1994).
Hipersensitivite; kronik otitis eksterna hastalifinda goriilen yiliksek insidensli atopiye yol
acmas1 sebebiyle baslica nedenlerden biridir. Ayrica kulak hastaliklari, gida alerjisi goriilen
kopeklerin %80’inde rastlanmaktadir. Kontakt hipersensitivite ise otitis eksterna hastaligina
yol acan nadir etkenlerden biridir ve genellikle iatrojenik nedenlere baghidir. Primer idiopatik
seborea ve hipotiroidizmin primer serumindz otitis eksternaya yol agmaktadir. Bazi
predispoze faktorler dis kulak kanalinin florasini degistirerek, infeksiyonlarmm meydana
gelmesine neden olmaktadir. Stenotik kulak kanali, uzun kulak kepgesi, dis kulak kanalinda
kil birikimi, kulak yolunun sik yikanmasi, mekanik travmalar, pamuk basli svaplarin
kullanilmas1 en sik goriilen predispoze faktorler arasinda yer almaktadir (Scott ve Miller
1999, Scott ve ark 2001).

Bakteriyel otitis eksternada tan1 kesin olmamakla beraber, ¢ogu olgularda bakteriyel
infeksiyonlar sekonder olarak gelismektedir. Otitis eksterna vakalarinda en sik izole edilen
bakteriyel etkenler: Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella spp., Bacillus spp., Serratia spp., Corynebacterium
spp. ve Escherichia coli’dir. Kulagin normal florasinda koagulaz pozitif , koagulaz negatif
Staphylococcus spp., p-haemolytic Streptococcus spp., Proteus mirabilis, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa  bakterileri bulunur. Yapilan ¢esitli calismalarda, saglikli
kopeklerin kulak kanalindan Pasteurella multocida bakterisinin de izole edilebilecegi
bildirilmistir. Bu bakterilerden baska M. pachidermatis, Microsporum canis ve Otodectes
cynoti ‘da klinik belirtiler vermeden hastalik etkeni olarak izole edilebilmektedir. Bu nedenle
s0z konusu bakteriler ve mayalar otitis eksterna vakalarina yol agan firsatg1 ajanlar olarak
degerlendirilmektedirler (Scott ve ark 2001, Rosser 2004, Cristina ve Degi 2013, Petrov ve
ark 2013).

Infeksiyon etkeni olan bakteriler kulak yolunda daima bulunmaktadir. Ancak bu
bakterilerin infeksiyona neden olmasi i¢in uygun ortami bulmalar1 gerekmektedir. Bu durum
ise kulakta ventilasyonun yetersiz olusuyla dogrudan ilgilidir. Ornegin pisi otu, bugday
basaklari, kiymik vb. yabanci cisimler kulak kanalinda oncelikle irkiltiye neden olmaktadir.
Daha sonra olusan kasinti, tahris ve doku hasar1 kanalda yangisal olaylar1 baslatmaktadir.
Yangiya bagl olarak olusan dokiintiiler, kulak salgis1 ve kirler yabanci cisimle birleserek
kanalin tikanmasina neden olmaktadir. Bu ortam bakterilerin iiremesine olanak verdiginden

infeksiyonun baslamasini kolaylagtirmaktadir (Cristina ve Degi 2013, Petrov ve ark 2013).



1.2. Otitis Eksterna Hastah@inda Sik izole Edilen Bakteriyel Etkenler
1.2.1. Pseudomonas spp. Turleri

Pseudomonas aeruginosa; gram negatif, 1,5-3 mikron boyutlarina da, zorunlu aerobik,
comak sekilli, karbonhidratlar1 okside edebilen bir bakteri tiiriidiir. Izolatlarmin ¢ogu katalaz
ve oksidaz pozitiftir. Sahip olduklar1 bir veya daha fazla polar flagellalar yardimi ile aktif
hareket edebilmektedirler. Sporsuz ve genellikle kapsiilsiiz olan etkenin baz1 suslarinda kapsil

varlig1 saptanmistir (Aydin ve ark 2006).

Genel besiyerlerinde: 37°C’de 1 giin iginde olusan koloniler; icerdigi piyosiyonin
pigmentinden dolay1r mavi renkli ve tipik tizimsli meyve kokusundadir. Koyun kanli agarda;
hemoliz, metalik parlaklik, MacConkey agarda; yesilimsi-mavi renkte blyuk, laktoz negatif,
Brilliant green ve XLD agarda; kirmizi koloniler olugmasi ve TSI agarda her hangi bir

degisiklik olmamasi, P. aeruginosa yoniinden olumlu reaksiyonlardir (Aydin ve ark 2006).

P. aeruginosa suslarinin, proteolizise duyarli S-tipi ve proteolizise direncli R-tipi
olmak Uzere iki adet bakteriyozini bulunmaktadir. P. aeruginosa ekzotoksin, enterotoksin,
endotoksin, proteaz, elastaz ve hemolizin gibi ¢ok sayida ekstrasellller maddeler
sentezleyebilmektedir (Aydin ve ark 2006).

P. aeruginosa; yaygin olarak su, toprak ve bitkiler Uzerinde bulunan, ¢evresel kaynakli
saprofitik bir etkendir. Ayrica saglikli hayvanlarin deri, mukoz membran ve diskilarinda da
yasayabilmektedir. Pek ¢ok hayvan tiiriinde (sigir, koyun, kegi, domuz, at, kdpek, kedi, mink,
cingila, strtngenler gibi) ¢ogunlukla irinli ve bazen de akut sistemik infeksiyonlara neden
olan firsatg1 patojen bir bakteridir. Ozellikle mink ve ¢incilalarda epidemik septisemilere
neden olurken, diger hayvan tirlerinde sporadik olarak seyretmektedir. Sigirlarda P.
aeruginosa infeksiyonlari c¢ogunlukla mastitise neden olmakta ve buna bagli sistemik
infeksiyonlar gelismektedir. Etken solunum sisteminde ve intestinal sistemde de infeksiyona
neden olabilmektedir (Arda ve ark 1997). Etken, degisik yas gruplarindaki kopeklerde yaygin
olarak otitis eksterna olgularina yol agmaktadir. Ozellikle etkenin proteolitik enzimlerinden
elastazlar, otitis eksterna olgularinda doku hasar1 sonucu lezyonlarin siddetlenmesine neden
olmaktadir. Ayrica P. aeruginosa, otitis eksterna tedavilerine direng gdstererek nikseden
kulak infeksiyonlarina neden olmakta ve enfeskiyon zamaninda tedavi edilmediginde orta
kulak ve i¢ kulaga kadar yayilarak sagirlik, denge bozukluklar1 ve yliriiylis bozukluklar1 gibi
ciddi problemlere neden olabilmektedir (Aydin ve ark 2006).



P. aeruginosa, insanlarda septisemi, endokarditis, solunum sistemi infeksiyonlari, dis
ve orta kulak yangilari, korneal iilserler, menenjit, bagirsak, kemik ve Uriner sistem
infeksiyonlarina yol agmaktadir. Hastane infeksiyonlarina sebep olarak ylksek mortalite ve
morbiditeye neden olmalarindan dolayr onemli patojenler icinde yer almaktadir. P.
aeruginosa yaygin olarak kullanilan pek c¢ok antibiyotige direngli oldugundan gerek
insanlarda gerekse hayvanlarda tedavi agisindan sorunlar yasanmaktadir (Martin ve ark 2001,
Ceylan ve ark 2002, Turner 2008).

Kumar ve ark (2002) yapmis olduklar1 bir ¢galismada 200 otitis eksternali kopege ait
izolatlardan, P. aeruginosa’nin 101 susta yer aldigimi bildirmislerdir. Chaudhary ve ark
(2003) yapmis olduklari benzer bir ¢alismada, 59 sus iginde s6z konusu bakterinin %11.43
oraninda oldugunu rapor etmislerdir. Ahmed (2000)‘in yapmis oldugu bir ¢aligmada ise bu
oranin %10 oldugu bildirilmistir. Oliveira ve ark (2005) ise ¢alismalarinda P. aeruginosa

tiirlinlin diger tiirlere gore en fazla izole ettikleri etken oldugunu rapor etmislerdir.

1.2.2. Corynebacterium spp. Turleri

Korinebakteriler; gram pozitif, 2-6 m uzunlukta pleomorfik gortnimll, sporsuz,
kapsulstiz, aerobik veya fakiltatif anaerobik bakterilerdir. Dilizensiz boyanan granillere
(metakromatik) sahip olan etken boyali preparatlarda ¢in alfabesi seklinde goriilmektedir
(Jones ve ark 1986). Patojenik korinebakteri tirleri hareketsizdir. Glukoz, galaktoz, maltoz ve
mannozu gaz olusturmaksizin fermente eder, katalaz ve Ureaz aktiviteleri pozitiftir (Muckle
ve ark 1992).

Korinebakterilerin birgogu firsat¢ci patojen bakterilerdir. C. bovis disindaki tim
korinebakteriler degisik organ ve dokularda irinli yangilara neden olmaktadirlar. Diger
tirlerinin bazilar1 hayvanlarda c¢esitli hastaliklara neden olan piyojenlerdir. Lipid tabakasiyla
birlikte salgilanan ekzotoksin, korinebakterilerin virulans faktorleridir (Pepin ve ark 1991).
Protein yapida olan ekzotoksin daha ¢ok bakterinin hiicre duvarinda sentezlenip, damar
permeabilitesinin artmasina neden olmaktadir. Kopeklerde otitis eksterna hastaligina yol
acmalar1 durumunda da kulaktan irinli akintilarin gelmesine sebep olmaktadirlar (Aydin ve

ark 2006).



Yoshida ve ark (2002)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada 110 otitis eksternali kopege ait
suslardan yalnizca 18 tanesinde Corynebacterium spp. tiiriinii saptamiglardir. Sarierler ve
Kirkan (2004) ise 234 otitis eksternali izolatta s6z konusu bakterinin %6.42 oraninda
bulundugunu belirtmislerdir. Yapilan diger calismalarda ise Corynebacterium spp. otitis
eksternali kopeklerden izole edilen toplam suslarin yalnizca bir tanesinde gozlemlenmistir

(Ducha ve ark 1981, Akay ve ark 1984, Janer ve Castro 1984, Kihyang ve ark 1999).

1.2.3. Escherichia coli

Escherichia coli gram negatif, ¢omak seklinde, 2-6 um boyutlarinda, sporsuz,
fakultatif anaerobik bir bakteridir. Peritrik flagellaya sahip olduklarindan hareketlidirler ancak
hareketsiz tiirleri de bulunmaktadir. Jenerasyon siiresi oldukca kisa olan bir etkendir. Kanl
agar, nutrient agar ve Enterobactericeae tirleri icin diferensiyel ve selektif olan
besiyerlerinde (MacConkey, EMB) 37°C ‘de 24 saat icinde gozle gorulebilmektedir. S tipi
koloniler olusturmaktadir. Sivi besiyerlerinde ise homojen bulaniklik meydana getirerek
uremektedir. E. coli; laktoz, mannitol, glukozu asit ve gaz olusturarak fermente etmektedir.
MacConkey agarda pembe renkli koloniler, EMB agarda ise metalik yesil rofleli koloniler

olusturmaktadir (Keskin ve ark 1999).

Normal bagirsak flora etkeni olan E. coli’ler diski ile ¢evreye yayilmaktadir.
Bulagmalari fekal-oral yol ile olmaktadir. Hayvanlarda pek ¢ok hastaliga neden olmaktadirlar.
Bu hastaliklar farkli E. coli patotiplerince olusturulmaktadir. E.coli’nin patotipleri:
Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterohemorajik E. coli
(EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC)’dir. Enterotoksijenik ishaller yenidogan kuzu, buzagi,
tay, domuz ve kdpeklerde meydana gelmektedir. ETEC’lerin enterositlere baglanmasi, sahip
olduklar1 kapsiiler K antijeni ve fimbrial antijenleri (F) sayesinde olmaktadir. EPEC’ler toksin
tiretmezler ancak bagirsakta tipik lezyonlara yol agmaktadir. EHEC suslari ise kanli ishallere

neden olmaktadirlar. EHEC prototipi E. coli O157:H7°dir (Keskin ve ark 1999).

E. coli’ nin kopeklerde otitis eksterna, koliseptisemisi, piyometra ve driner sistem
infeksiyonlarina neden oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢esitli ¢calismalarda 81 ve 234 otitisli
kopekten izole edilen suslarda sirasiyla 2.4 ve 1.28 oranlarinda E. coli tiirii izole edildigi

bildirilmistir (Keskin ve ark 1999, Sarierler ve Kirkan 2004).



1.2.4. Klebsiella spp. Turleri

Klebsiella cinsi: Enterobacteriaceae familyasindan, gram negatif, hareketsiz,
cogunlukla kapsiillii, cubuk seklinde, lizin dekarboksilaz {ireten fakat ornitin dekarboksilaz

uretmeyen ve genellikle Voges-Proskauer testi pozitif olan bir bakteridir (Aydin ve ark 2006).

Deneysel olarak farelerde deri lezyonlarina neden olan, Klebsiella tirlerinin K1, K2,
K4 ve K5 serotipleri, belirtilen diger kapsiil tiplerinden daha viriilent oldugu bildirilmektedir
(Simoons ve ark 1984).

Yapilan ¢esitli arastirmalarda klebsiella tdrlerinin otitis eksterna vakalarina yol agtigi
rapor edilmistir. Cesitli arastirmacilar K. ozaneae ve K. pneumoniae turlerini 234 otitis
eksternali kopekten 2.56 oraninda, Klebsiella spp. tiiriinii ise yalnizca bir susta izole ettiklerini
bildirmislerdir (Kumar ve Attrey 1998, Kihyang ve ark 1999, Chaudhary ve ark 2003,
Sarierler ve Kirkan 2004).

1.2.5. Proteus spp. Turleri

Gram negatif ¢omak tarzinda, pleomorfik 0zellik gosterebilen bu etkenler; hareketli
olup kanli agarda hemoliz meydana getirmezler ve laktozu fermente etmezler. En dnemli

tirleri: P. mirabilis, P. vulgaris ve P. myxofaciens’tir (Aydin ve ark 2006).

Yapilan cesitli arastirmalarda Proteus spp. tirlerinin otitis eksterna vakalarina yol
actig1 gozlemlenmistir. Arastirmacilar otitis eksternali kopektege iligkin izolatlarda sirasiyla:
200 Ornekte 12.87, 20 Ornekte 10.59, 100 Ornekte 24.29, 15 ornekte 4.76 ve 35 Ornekte 6
susun Proteus spp. ‘e ait oldugunu bildirmislerdir (Kumar ve ark 2002, Vikas ve ark 2003,
Chaudhary ve ark 2003, Kalorey ve ark 2004, Nair 2004 ).

1.2.6. Stafilokoklar
1.2.6.1. Genel Bilgiler

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesi icerisinde yer alan, dogada yaygin olarak bulunan

gram pozitif koklardir. Insan ve hayvanlarm deri ve mukoz membranlarinda, normal flora



elemanlar1 olarak bulunmaktadirlar. Stafilokoklar genelde bulunduklar1 yerde konakla iyi
huylu ve simbiyotik bir iligkiye sahiptirler, ancak deri ve mukozal travma, enjeksiyon veya
cerrahi mudahaleler ile dokuya girmesi sonucu patojen olabilmektedirler (Bannerman 2003,
Cristina ve Degi 2013, Petrov ve ark 2013, Udegbunam ve ark 2014).

1.2.6.2. Tarihcge

1878 yilinda ilk olarak Robert Koch tarafindan 1sik mikroskobunda tanimlanmis olan
stafilokoklar, 1880 yilinda ise Pasteur tarafindan sivi besiyerinde tiretilmistir. 1881 yilinda
Iskogyali cerrah Alexander Ogston, stafilokoklarin fareler ve kobaylar i¢in patojen oldugunu
gostermis ve iremeleri sirasinda birbirlerinden ayrilmayip, {iziim salkimma benzeyen
dizensiz kiimeler olusturmalar1 sonucu ‘Staphylococcus’ (Staphyle: Gziim salkimi) adini
vermistir. 1884 yilinda Rosenbach stafilokoklar1 ilk kez insandan izole etmistir (Maltezou ve
Giamarellou 2006).

Alexander Fleming’in 1928°de penisilini bulmasi ve 1940°da Florey ve Chain
tarafindan penisilin iiretiminin basarilmasi ile stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde yeni

yontemler kaydedilmistir (Maltezou ve Giamarellou 2006).

1.2.6.3. Stmiflandirma

Stafilokoklar: Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus ve
Salinicoccus cinslerini de kapsayan Staphylococcaceae familyasinda yer almaktadirlar.
Staphylococcus genusu, Eubacteriales takiminin, Micrococcaceae familyasina ait
mikroorganizmalardir (Maltezou ve Giamarellou 2006). DNA dizi analizi, DNA-rRNA
hibridizasyonu, 16S rRNA’nin karsilastirmali oligoniikleotid kataloglamasi Staphylococcus
ve Micrococcus tirlerinin  yakin iligkili olmadigin1  géstermektedir. Yapilan ¢esitli
calismalarda Staphylococcus tiirleri ayn1 zamanda Bacillus, Brochothrix, Gemella, Listeria ve
Planococcus ile de nispeten yakin iligkili bulunmustur. Bu tiirler gegici olarak stafilokoklar ile
Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus kiimesinin Bacillaceae ailesindeki diger tiirler ile
birlikte simiflandirilmistir (Bannerman 2003 ve Peacock 2005). Yapilan ¢alismalarda,
mikrokoklarin oksidaz pozitif oldugunu, G+C oraninin (%63-73 mol) yiiksek oldugunu,

laboratuvar kosullarinda stafilokoklarin tersine furazolidon (100 mg/ml) ve lizostafine (200
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mg/ml) direncli iken, basitrasine (0.04 mg/ml) duyarli olduklarin1 gostermistir (Koneman ve
ark 2006, Ben Zakour ve ark 2012).

Stafilokoklar igerisinde en patojen tlr olan S. aureus infeksiyonlarda ilk sirada yer
almaktadir. S. aureus disinda ki tiim stafilokok tiirleri genel olarak KPS’lar adi altinda
anilmaktadir. KPS’lar icerisinde klinik Orneklerden en sik izole edilen tirlerden biri S.
intermedius ‘dur (Koneman ve ark 2006, Ben Zakour ve ark 2012, Bond ve Loeffler 2012,
Cristina ve Degi 2013, Petrov ve ark 2013, Udegbunam ve ark 2014).

Stafilokok turleri fenotipik 0zelliklerine gbre en az dort grup altinda toplanabilirler.
Birinci grupta (Staphylococcus epidermidis grubunda): S. epidermidis, S. capitis, S. warneri,
S. haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tirleri, ikinci grupta (Staphylococcus
saprophyticus grubunda): S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus tirleri, Gglnci grupta
(Staphylococcus simulans grubunda): S. simulans, S. carnosus tdrleri, dérdincli grupta
(Staphylococcus sciure grubunda): S. sciure, S. lentus tiirleri yer almaktadir. S. aureus, S.
auricularis, S. intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus herhangi bir gruba sokulamamistir.
Firsatc1 patojenlerden S. epidermidis, S. saprophyticus siklikla, S. haemolyticus, S. hominis, S.
warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans ise nadir olarak infeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Bilgehan 2004, Koneman ve ark 2006, Ben Zakour ve ark 2012, Bond ve
Loeffler 2012).

Stafilokoklar: S. arlettae, S. aureus subsp. aureus, S. aureus subsp. anaerobius, S.
auricularis, S. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. urealyticus, S. caprae, S. carnosus
subsp. carnosus, S. carnosis subsp. utilis, S. caseolyticus, S. chromogenes, S. cohnii subsp.
cohnii, S. cohnii subsp. urealyticus, S. condimenti, S. delphini, S. epidermidis, S. equorum
subsp. equorum, S. equorum subsp. linens, S. felis, S. fleuretti, S. gallinarum, S. haemolyticus,
S. hominis subsp. hominis, S. hominis subsp. novobiosepticus, S. hyicus subsp. chromogenes,
S. hyicus subsp. hyicus, S. intermedius, S. kloosii, S. lentus, S. lugdenensis, S. lutrae, S.
muscae, S. nepalensis, S. pasteuri, S. pettenkoferi, S. piscifermentans, S. pseudintermedius, S.
pulvereri, S. saccharolyticus, S. saprophyticus subsp. bovis, S. saprophyticus subsp.
saprophyticus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. sciuri subsp.
carnaticus, S. sciuri subsp. lentus, S. sciuri subsp. rodentium, S. sciuri subsp. sciuri, S. simiae,
S. simulans, S. succinus subsp. casei, S. succinus subsp. succinus, S. vitulinus, S. warneri ve

S. xylosus olmak Uzere 41 tur, 24 alttir icermektedir (Koneman ve ark 2006, Gulay 2008).
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1.2.6.4. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri
1.2.6.4.1. Gorinum ve Boyanma

Stafilokoklar; gram pozitif, 0.5 — 1.5 pm c¢apinda yuvarlak sekilli, cogunlukla diizensiz
kiimeler seklinde, hareketsiz bakterilerdir. Zorunlu anaerop olan S. saccharolyticus ve S.
aureus subsp. anaerobius disinda fakiiltatif anaerop olup ¢ogunlukla aerop Uremeyi tercih
etmektedirler. Genellikle katalaz pozitif (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius
hari¢), oksidaz negatif (S. sciuri, S. lentus ve S. \vitulinus harig), kapstlsiuz
mikroorganizmalardir. Morfolojik olarak benzer yapida olan Micrococcus soyunun
iiyelerinden anaerobik olarak liremesi ve obligat aerobik mikrokoklardan farkli fermentasyon
ve solunum metabolizmasina sahip olmalart sebebiyle ayrilmaktadirlar. Kimyasal ve
biyokimyasal karakteristikleri, DNA Guanin ve Sitozin igerikleri ve hiicre duvart yapilari

birbirlerinden oldukga farklidir (Bannerman 2003).

1.2.6.4.2. Ureme ve Kultir Ozellikleri

Kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp inflzyon agar gibi
besiyerlerinde reyebilirler. Stafilokok tiirlerinin ¢ogunlugu 30-37 °C de 18-24 saat icinde 1-3
mm ¢apinda koloni olusturmaktadir. 37 °C ideal tireme sicakliklar1 olup, 10-48 °C arasinda

toksin olusturabilmektedirler (Koneman ve ark 2006).

Hucreler tek veya ciftler halinde, iiziim benzeri salkim formlari olusturmaktadir.
Piirtilan 6rnek i¢inde, infekte viicut sivilarinda veya sivi besiyerlerinde morfolojik 6zellikleri
Ucli-dortlic kisa zincir yapan koklar seklinde degisebilmektedir. Bu gorunumleri ile
streptokoklara benzeyen stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasi ile ayirt edilebilmektedir
(Peacock 2005, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.4.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Stafilokoklarin siiflandirilmasinda koagulaz iiretimi 6nemli biyokimyasal 6zellikleri
arasinda yer almaktadir. S. aureus suslar1 koagulaz pozitifdir. Koagulaz pozitif olan diger

stafilokoklar: S. intermedius, S. lugdunensis, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae ve S. schleiferi
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subsp. dir. Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak parcalar ve son uriin olarak laktik asit

olustururlar (Cengiz 1999, Moreillon ve ark 2005).

Stafilokoklara plazma koagulaz, kiimelestirici faktor (clumping factor) gibi in vitro
testler uygulanabilmektedir. Stafilokoklar, sporsuz bakteriler igerisinde dis etkenlere ve
dezenfektanlara karsi en fazla dayanabilen bakterilerdir. Kiltlrlerde, +4 °C’de 2-3 ay, - 20 °
C’de 3-6 ay kadar canli kalabilmektedirler. Stafilokok ttirleri 60 °C’de ancak yarim saatte, %
2’lik fenolde 15 dakikada inaktive olup, %9’luk sodyum kloriire ve sakkaroza direng
gosterebilmektedir. Kuarterner amonyum kloriir bilesikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte
edilebilir ayrica alkol ve iyot gibi antiseptiklere de oldukca duyarhdir (Koneman ve ark
2006).

1.2.6.4.4. Genom Yapisi

Genomu yaklagik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazmidler ve
transpozonlardan olugmaktadir. Stafilokokal DNA diisiik oranda Guanin ve Sitozin (G+C)
icermektedir. G+C igerigi %30-39 mol arasindadir (Tlnger 2004, Peacock 2005). Bununla
beraber Micrococcus soyu uyeleri %68-74 mol arasinda G+C igerirler. S. aureus genomu,
2500 yakin geni kodladigr diisiiniilen 2800 kbp uzunlugunda tek bir kromozomdan olusup,
G+C igerigi yaklasik %32 moldur. S. epidermidis’in genomu, 2500 kbp uzunlugundaki bir
kromozom ve g¢esitli sayidaki plazmidlerden (S. epiermidis ATCC12228 alt1 plazmid ve
RP62A susu tek plazmid igerir) olusmaktadir. Bu tlrler %32’lik G+C igerigine sahiptir ve
2400-2500 kodlanmis sekans icermektedir (Baba ve ark 2002).

1.2.6.5. Virulans ve Patojeniteleri
1.2.6.5.1. Kapsul

S. aureus’ un oOzellikle mukoid tdrlerinde polisakkarid yapida bir mikrokapsiil
bulunmaktadir. Bunlar elektron mikroskop incelemelerle infekte kalp pillerinde, periton ve
intravendz kateterlerde gosterilmistir. Bu ekzopolisakkarit, bakteriyi fagositozdan korur ve

konak hcrelerine  6zelikle de kateterler gibi yabanci cisimlere adherensini
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kolaylastirmaktadir. Stafilokoklarda 11 mikrokapsiler polisakkarit serotipi tanimlanmistir
(Moreillon ve ark 2005, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.2. Hiicre Duvari
1.2.6.5.2.1. Peptidoglikan Tabaka

Hiicre duvari peptidoglikan, teikoik asit ve proteinlerden olusmustur. Bu
komponentlerden proteinler Okaryotik hiicrelere baglanma ve adezyon igin &nemli
fibronektin, fibrinojen, laminin ve kolagen icermektedirler. Bakterinin tutunmasinda adezyon

proteinleri 6nemlidir (Unal 2004).

Stafilokoklarda peptidoglikan tabaka, hiicre duvari kuru agirliginin yaklasik %50-
60’11 olusturmaktadir. Bu tabaka U¢ bolimden olusmaktadir. Bunlarmn ilki § 1-4 glikozid
baglar1 ile baglanan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asit (NAMA) alt
gruplarindan olusan disakkarid yapidir. Ikinci tabaka N-asetil muramik asite baghh D ve L
aminoasitlerinden olusmus pentapeptid zincirdir. NAMA de baglanan pentapeptid yapisi
sirast ile: L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin, D-alanin, D-alanin seklindedir. Son tabaka da ise
NAMA’e bagli olan pentapeptid yan zincirleri, pentaglisin kopriileri ile bir zincirde D-alanin
ile diger zincirdeki L-lizin arasinda olacak sekilde birbirlerine ¢apraz baglanmaktadir. Capraz
baglar hiicre duvarmin saglamlilig: ile yakindan iligkilidir ve bu baglarin yapist tiirler arasinda

farklilik gostermektedir (Lodise ve McKinnon 2005).

Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasi; makrofajlardan sitokin salinimini uyarmakta,
komplemanin aktivasyonuna yol agmakta ve trombosit agregasyonuna neden olmaktadir.
Ayrica monositlerden IL-1 salimmini uyararak polimorfoniikleer lokositlerin infeksiyon
bolgesine toplanmalarina ve sonugta apse olusumuna da yol agmaktadir (Unal 2004, Lodise
ve McKinnon 2005).

1.2.6.5.2.2. Teikoik Asit

Teikoik asit; suda eriyebilen, fosfodiester baglari ile baglanarak uzun zincirler

olusturan seker-alkol-fosfat polimerleridir. Ribitol teikoik asit ve gliserol teikoik asit olmak
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Uzere iki tiptir. Peptidoglikan tabakasindaki N-asetil muramik asit molekdiline fosfodiester
baglartyla kovalent olarak baglanmistir. Hiicre duvart kuru agirhigmin yaklasik olarak %30-
50’sini olusturmaktadir. Sadece gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bu yap1
hiicre ylizeyine negatif yiik vererek, ¢esitli metal iyonlarinin, katyonlarin lokalizasyonunda ve
otolitik enzimlerin aktivasyonunda rol oynamaktadir. Fibronektin, fibrinojen, laminin,
trombospondin, vitronektin, elastin, sialoprotein ve kollojen gibi 6zgul reseptorleri ile
birleserek stafilokoklarin konaga adherensini saglamaktadir (Tunger 2004, Moreillon ve ark
2005).

1.2.6.5.2.3. Yuzey Proteinleri

Protein A ilk olarak 1940 yilinda Wervey tarafindan tanimlanmistir. En 6nemli
ozelligi IgG3 disindaki tim IgG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reseptorleri ile
birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A’nin antikomplemanter ve antifagositer etkinligi

vardir.

Protein A; elastin, kollajen, fibronektin baglayan proteinler ve kiimelesme faktorii
(clumping faktor) kimyasal yapilar1 ve hiicre duvar1 yerlesimleri birbirlerine benzeyen
stafilokoksik yiizey proteinleridir. Bu proteinler stafilokoklarin konak dokularinda kolonize

olmasinda en 6nemli faktorlerdir (Cengiz 1999, Tlinger 2004).

1.2.6.5.3. Toksinler
1.2.6.5.3.1. Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar ¢ok sayida ekstraselliiler toksin dretebilmektedir. Bu toksinler konak
hicre morfolojisini ve fonksiyonunu etkilemektedir. Boylece yogun inflamatuar yanit olan
bolgelerde Gremelerini strddrebilirler. En iyi bilinen ekstraselluler toksinler; hemolizinler ve
I6kosidindir (Cengiz 1999).
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1.2.6.5.3.1.1. Hemolizinler

Hemolizinler; cesitli hayvan eritrositleri iizerinde hemolitik etki yapip yapmamalarina,
hemoliz i¢in gerekli 1s1 derecesi ve zamana, toksisite derecelerine bagli olarak ayrimlar

gostermektedir. Bu toksinler dort tiptir (Cengiz 1999, Moreillon ve ark 2005).

Alfa hemolizin (Alfa toksin): En glcli membran hasar proteinidir. Hemolitik,
dermonekrotik ve sitolitik etkileri vardir. Bakteriyel kromozomlarda ve plazmidlerde
kodlanmaktadir. Tavsan eritrositleri icin hemolitik aktivitesi yiiksektir. Insan makrofaj ve

trombosit hiicre membranlari {izerinde litik etkiye sahiptir fakat monositlere etkisizdir.

Beta hemolizin (Beta toksin): Stafilokokal sfingomyelinaz olup 35 kDa agirligindadir.
En onemli 6zelligi sicak-soguk lizis yapabilme yetenegidir. Eritrositler iizerindeki etkisi
sogukla artmaktadir. Fibroblast ve I6kosit hicrelerine de toksik etki gostermektedir. En iyi

koyun eritrositlerine, daha az olarak da insan ve tavsan eritrositlerine litik etki gostermektedir.

Gama hemolizin (Gama toksin): Insan eritrositlerini orta derecede etkilemektedir.

Tavsan ve koyun eritrositleri duyarlidir.

Delta hemolizin (Delta toksin): Hicre membran biitiinligiinii bozarak adenilat siklazi
aktive edip cAMP salinimina neden olmaktadir. Stafilokoksik Toksik Sok Sendromu (STSS)
ve stafilokokal besin zehirlenmesinde rol oynamaktadir. Insan, tavsan ve maymun
eritrositlerine etkili olmakla beraber l6kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositlerini de hasara

ugratmaktadir.

1.2.6.5.3.1.2. Lokosidin ( Panton-Valentine Toksin)

Birbirlerini sinerjik olarak etkileyen F (fast) ve S (slow) olmak uzere iki protein
komponentinden olusmus bir ekzotoksindir. Lokosidin; hiicre zarinda potasyum ve diger
katyonlara kars1 gegirgenligi arttirict gozeneklerin a¢ilmasini saglayarak etkili olur. Lokositler
ve makrofajlar {izerine litik etkisi vardir. Lokositler tarafindan fagosite edilseler de 16kosidin
ureten stafilokoklar hiicre icerisinde tremeye devam ederler. Bu toksini bulunduran tirlerin
infeksiyonlarinda hizli ilerleme, kanama ve nekrotizan pndmoni tablosu gortlmektedir
(Koneman ve ark 2006).
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1.2.6.5.3.2. Enterotoksin

Istya direngli olup polipeptid yapidadirlar. Sekiz immiinolojik tipi vardir. Bunlar: A,
B, C1, C2, C3, D, E ve F “dir. Makrofaj ve yardimci T hiicrelerinden, sirastyla IL-1 ve IL-2
salimimini uyarip, sindirim kanalinda bir siiper antijen olarak davranirlar. A ve D besin
zehirlenmelerinde sik karsilasilan toksinlerdendir (Moreillon ve ark 2005, Koneman ve ark
2006).

1.2.6.5.3.3. Eksfoliatif Toksin (Eksfoliatin)

Stafilokokal infeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliatif deri lezyonlarindan sorumlu olan
epidermolitik bir toksindir. Eksfoliatif toksin antijenik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore iki
tipe ayrilmaktadir. Eksfoliatif toksin A; 1stya duyarli ve plazmid orjinlidir, eksfoliatif toksin B
ise 1s1ya direngli ve yapisal geni kromozomaldir. Bu iki protein yapisal olarak farkli olmasina
ragmen benzer biyolojik aktiviteye sahiptir. Stafilokokal Haslanmis Deri Sendromu

(SSSS)’ndan sorumludur (Moreillon ve ark 2005, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.3.4. Toksik Sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

Slper antijen olarak, sistemik sekilde salinir ve toksik sok sendromuna neden
olmaktadirlar. T lenfosit proliferasyonu ve monositlerden IL-1 salinimini uyarmaktadirlar
(Dinges ve ark 2000, Moreillon ve ark 2005, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.4. Enzimler
1.2.6.5.4.1. Katalaz

Tum stafilokoklar (S. saccharolyticus ve S. aureus subsp. anaerobius hari¢) tarafindan
uretilen toksik hidrojen peroksidi (H20>), toksik olmayan oksijen ve suya ayristiran bir
enzimdir. Bakteriler, bu enzim sayesinde fagositlerin icinde toksik oksijen radikalleri

tarafindan oldiiriilmeye direng kazanmaktadir (Koneman ve ark 2006).
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1.2.6.5.4.2. Koagulaz

Plazma pihtilasma proteini olup stafilokoklar tarafindan {iretilmektedir. Serbest
koagulaz ve bagli (clumping factor) koagulaz olmak iizere iki tipi vardir. Yapilan ¢esitli
calismalarda koagulaz pozitif stafilokoklarin tizerinde olusan kalin fibrin tabakasinin,
mikroorganizmay1 fagositoza kars1i koruyarak, patojenlige katki sagladigi bildirilmistir

(Cengiz 1999, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.4.3. Lipaz

KNS’larin yaklagik %30’undan fazlasi lipaz enzimi iiretmektedir. Lipaz, yaglari
hidrolize ederek viicudun lipid iceren bdlgelerinde stafilokoklarin yasamasini saglamakta ve
yiizeyel dokular1 invaze ederek fronkiil ve karbonkiil gibi infeksiyonlarmin gelisimine neden

olmaktadir (Cengiz 1999, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.4.4. HiyalUronidaz

Antijenik o6zellige sahip bir enzim olup, konak bag dokusu matriksinde asit
mukopolisakkaritlerden olan hiyalronik asiti parcalayarak mikroorganizmanin kolayca

yayilmasini saglamaktadir (Cengiz 1999, Koneman ve ark 2006).

1.2.6.5.4.5. Fibrinolizin (Stafilokinaz)

Plazmada bulunan plazminojeni aktive ederek plazmin olusturmakta ve fibrinolitik
etki ile fibrini parcalayarak organizmanin yayilmasina yardimei olmaktadirlar (Koneman ve
ark 2006).
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1.2.6.5.4.6. Deoksiribonukleaz

Istya direngli bir enzim olup, DNAz enzimleri endo ve ekzontkleaz aktivitesine sahip,
nikleik asitleri 3’- fosfomonontkleotidlere pargalayan fosfodiesterazlardir (Koneman ve ark
2006).

1.2.6.5.4.7. Beta-laktamaz (Penisilinaz)

Stafilokoklar salgiladiklar1 beta-laktamaz enzimi ile penisilin grubu antibiyotiklerdeki
beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak etkisizlestirmektedirler. Genetik
taginma ise plazmid ve transpozonlarla saglanmaktadir (Hill ve ark 2006, Koneman ve ark
2006, Devriese ve ark 2009).

1.2.6.5.4.8. Slime Faktor

Kuvvetli bir antijenik yapiya sahiptir. Slime maddesi amorf kapsiil yapisinda,
glikokaliks materyali olup %40 karbonhidrat, %27 protein icermektedir. Slime pozitif
stafilokok suslarinin daha viriilan ve antibiyotiklere daha direngli oldugu yapilan cesitli

calismalarda bildirilmistir (Koneman ve ark 2006).

1.2.6.6. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dogada yaygin olarak bulunmakta ve fizyolojik olmayan cevre
kosullarina uzun siire dayanabilmektedir. Firsat¢1 patojen karaktere sahip olan bu etkenler,
hayvanin stres altinda kalmasi1 ve her tiirlii yaralanma sonucunda etkenin aktive olmasina

neden olmaktadir (Bilgehan 2002, Bond ve Loeffler 2012).

1.2.6.7. Stafilokoklarin Neden Oldugu Infeksiyonlar

Hayvanlarda stafilokoklardan ileri gelen baslica infeksiyonlar; dermatitis, mastitis,

botriyomikozis, enzootik piyemi, artritis, goz infeksiyonlar1 ve gida zehirlenmeleridir. Cesitli

18



infeksiyonlardan (solunum sistemi infeksiyonlari,

endokarditis, tromboflebitis, besin

zehirlenmesi, septik artritis, otitis, osteomyelitis, meningitis, sepsis, bakteriyemi) ve bir¢ok

viicut bolgesindeki bakteriyel yangilardan da siklikla izole edilmektedirler (Gizelge 1) (Kiregci
2009, Quinn ve ark 2011, Bond ve Loeffler 2012, Udegbunam ve ark 2014).

Cizelge 1. Koagulaz pozitif stafilokoklar ve klinik 6nemleri (Quinn ve ark 2011)

TURLER

Staphylococcus aureus

S. pseudintermedius

S. hyicus

S. intermedius

S. aureus subsp. anaerobius
S. delphini

S. lutrae

S. schleiferisubsp. coagulans

KONAKLAR

Sigir
Koyun

Kegi

Domuz

At
Kedi, Kdpek

Kiimes hayvanlari

Kdpek

Kedi

At

Inek
Domuz
Sig1r

At
Glvercin
Kopek, Kedi
Koyun
Yunus
At
Glvercin
Samur
Kdpek

HASTALIKLAR / IZZOLE
EDILEN YERLER

Mastitis, impetigo
Mastitis, dermatitis, kene piyemisi,
beningn folikdlitis
Mastitis, dermatitis
Meme bezlerinde botriyomikoziz
Meme bezlerinde impetigo
Mastitis
Piyoderma, endometritis, sistitis,
otitis eksterna ve diger irinli
durumlar
Artitis ve septisemi, bumblefoot,
omfalitis
Piyoderma, endometritis, sistitis,
otitis eksterna ve diger irinli
durumlar
Cesitli pyojenik durumlar
Nadiren
Nadiren
Eksudatif epidermitis, artritis
Mastitis
Burun
Ust solunum yollar1
Piyoderma, otitis eksterna, sistitis
Lenfadenitis
Irinli deri lezyonlari
Burun
Ust solunum yollari
Patojenik dnemi belirsiz

Otitis eksterna
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Cizelge 2. Hayvanlardan izole edilen koagulaz negatif stafilokoklar (Quinn ve ark 2011)

S
S
S
S
S
S
S
S.
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

. lentus

. nepalensis

. saprophyticus
. sciuri

. Simiae

. simulans

. vitulinus

. warneri

. Xylosus

KONAK/iZOLE EDIiLEN BOLGE

. arlettae Kegi/Burun - Kiimes Hayvanlari/Deri
. capitis S1gir/Sit
. caprae Kegi/Deri
. chromogenes S1g1r/Siit - Domuz-Kiimes Hayvanlari/Deri
. cohnii S1g1r/Siit
. epidermidis S1gir/Siit
. equorum At/Deri
felis Kedi/Otitis eksterna, deri
. gallinarum Kiimes Hayvanlari/Deri
. haemolyticus S1g1r/Siit
. hominis Si1g1r/Siit

Domuz, Koyun, Kegi/Deri
Kegi/Solunum kanali

Kedi/Deri - Si1gir/Burun

Kedi ve diger hayvanlar/Deri
Maymun/Gastrointestinal kanal
Sigir/Stit - Kedi, Képek, Domuz/Deri
Sigir, Koyun, Domuz/Deri

Si1g1r/Siit

Sigir, Koyun/Siit - Kedi, Kiimes hayvanlari, Domuz,

At/Deri

Stafilokokkal patojenlerden: S. aureus, S. pseudintermedius, S. schleiferi, S. delphini,
S. epidermidis, S. hyicus, S. sciuri ve S. chromogenes tiirleri siklikla ruminant mastitis
vakalarinda karsilasilagilan etkenlerdendir. S. hyicus domuzlarda gorilen eksidatif
dermatitisden, S. delphini ise at, vizon, inek, yunus ve giivercinlerin deri lezyonlarindan izole
edilebilmektedir (Boyle-Vavra 2007).

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda otitis eksterna vakalarina yol acan ve sik karsilasilan
bakteriler: Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus spp., Proteus mirablis, Escherichia coli ve Corynebacterium spp. ‘dir (Ben
Zakour ve ark 2012, Bond ve Loeffler 2012, Cristina ve Degi 2013).
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Otitisli kopeklerde yapilan ¢esitli arastirmalarda Staphylococcus spp. toplam
izolatlarin i¢inde sirasiyla: %75 , %26, %48, %69.31 ve %80 oranlarinda bulunmustur
(Kumar ve Attrey 1998, Kumar ve ark 2002, Vikas ve ark 2003, Kalorey ve ark 2004, Nair ve
ark 2004). Mhatre (2005) tarafindan 27 kulak problemli kopekle yapilan bir arastirmada,
izolatlarin %56 oraninda KPS’a ait oldugu, Klein ve Muller (1999) arastirmacilarinin yapmis

olduklar1 bagka bir ¢calismada ise bu oranin %34 oldugu bildirilmistir.

1.2.6.8. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

Evlerde beslenen kedi, kopek gibi pet hayvanlarinin insanlardaki stafilokokkal
infeksiyonlar igin bir kaynak olabilecegi bilinmektedir. Yapilan gesitli ¢alismalarda pet
hayvanlarindan metisilin direncine sahip: S. intermedius, S. epidermidis, S. aureus, S.
hominis, S. xylosus, S. haemolyticus, S. lentus, S. sciuri, S. warneri izolasyonlar1 rapor
edilmistir (Gortel ve ark 1999, Van Duijkeren ve ark 2004, Bagcigil ve ark 2007). Meucci ve
ark (2010) kopeklerden izole ettikleri 136 S. intermedius suslarinda metisilin direncini
arastirmig, yapilan PZR teknigiyle mecA pozitif suslarin metisiline direngli oldugunu

saptamislardir.

Insanlarda bircok yere kolonize olabilmesine karsin, yapilan gesitli ¢alismalarda S.
aureus icin en sik tasiyicilik yeri burnun 6n boslugu oldugu bildirilmistir. Bunun diginda deri,
perineum, farenkste etken lokalize olabilmektedir. Pet hayvanlarinda da S. aureus, S.
intermedius gibi patojen tdrler burun, deri ve anal bélgelerden izole edilmektedir ve etkenlerin
ozellikle burun ve agizdan deri ya da diger bolgelere gectigi diistiniilmektedir (Wertheim ve
ark 2005, Boost ve ark 2008 ).

Koagulaz negatif stafilokoklar saglikli hayvanlarin florasinda bulunabildikleri gibi
baz1 tiirleri hayvanlarda infeksiyonlara neden olmaktadir. S. epidermidis, S. haemolyticus
ozellikle cerrahi girisimlerle iligkili olan insan izolatlar1 olarak bilinmektedirler. Bununla
beraber S. haemolyticus’un bazi hayvan tiirlerinin dogal florasinda da bulundugu saptanmistir.
S. hominis ise 6zellikle insanlarda kolonize olan bir turddr. S. hominis tiirleri, diger tiirlere
oranla birka¢ ay gibi daha kisa siireler i¢in deride kolonize olmaktadirlar. Koagulaz negatif
stafilokok tiirleri arasinda S. epidermidis, S. warneri, S. hominis saglikli insan deri
orneklerinden siklikla izole edilen tiirlerdir (Nagase ve ark 2002, Kitao 2003, Bagcigil ve ark
2007, Loeffler ve ark 2007).
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Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar cesitli hayvan tiirlerinden ve bu
hayvanlarla ilgilenen veteriner hekim ya da bakicilarindan izole edilen MRSA’larin genetik
olarak iligkili olduklar1 ya da benzer olduklarini ortaya c¢ikarmistir (Loeffler ve ark 2005,
Weese ve ark 2005). Ayrica kontamine gevrenin de ortak kullanimi stafilokoklarin kross-
kontaminasyonu ile sonuglandigi vurgulanmaktadir (Duquette ve Nuttall 2004, Moodley ve
Guardabassi 2009). Ancak bunun yaninda bu hayvanlarin da o&zellikle MRSA’y1 yine
insanlardan ya da insanlar tarafindan kontamine edilmis c¢evrelerden aldiklar1 da

belirtilmektedir (Boost ve ark 2008, Morgan 2008, Loeffler ve ark 2010 ).

Metisilin, oksasilin, kloksasilin gibi yarisentetik penisilinler, B-laktamazlar tarafindan
hidrolize olmayan B-laktam halkalar1 icermektedir. Metisiline direng, bakterinin hiicre
duvarinda bulunan ve penisiline diisiik oranda egilimi olan 78 kd agirliktaki modifiye
Penisilin Baglayaci1 Protein (PBP2a)’e bagli olarak gelismektedir. MRSA suslarinda
Metisiline Hassas Stafilokok (MSS) suslarindan farkli olarak ek bir Penisilin Baglayici
Protein (PBP) vardir ve PBP2a olarak adlandiriimaktadir. PBP2a’nin beta-laktam
antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha diisiiktir. PBP2a, 2 kb’lik DNA segmentine
lokalize bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bazen bu gen indiiklenebilir ve
transdiiksiyon ile direngli suslardan duyarli suslara aktarilabilmektedir. mecA geni
regililasyonunu saglayan mecl (represor gen) ve mecRI (sinyal doniistiiriicii gen) genleriyle
beraber Stafilokokkal Kaset Kromozomu (Staphylococcal Chromosomal Cassette-SCC) ismi
verilen genetik yapinin istiinde taginir. mecRl ve mecl’nin plazmid aracili stafilokokal beta
laktamaz geni olan blazZ’nin ekspresyonunda rolii olan blaR1 ve blal ile protein sekans
homolojisi yuksektir. Bu da mecA’nin regulatdr genlerini, blaZ sisteminden aldigini
diisiindiirmektedir (Duquette ve Nuttall 2004, Unal 2004, Kwon ve ark 2006, Epstein ve ark
2009).

1.2.6.8.1. Metisilin Direncini Etkileyen Internal Faktorler
1.2.6.8.1.1. Belirli Uzunluktaki Glikan Zincirleri

PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz aktivitesine bagimlidir. Transglikozilaz domain’inin
inaktivasyonunu daha kisa olan glikan zincirlerin sayisinda artisa ve metisilin direncinde

belirgin azalmaya neden olmaktadir (Unal 2004).
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1.2.6.8.1.2. Normal Peptid Konfigiirasyonu icin Gerekli Kok Peptidler

Ortama glisin konuldugunda, peptidoglikan zincirinin sonunda normal kosullarda
olmas1 gereken iki alanin rezidiislinliin yerini, iki glisin rezidiisiinlin almasinin metisilin
direncinde azalmaya ve homojen fenotipin heterojen fenotipe doniismesine neden oldugu
bilinmektedir. UDP-N-asetil tripeptid sentatazi kodlayan gen olan murE’nin inaktivasyonu
sonucunda da metisilin direncinde azalma olmaktadir. Bunun sebebi hiicre duvari onciilleri
havuzundaki UDP-bagli muramil pentapeptidlerin azalmasi ve UDP-bagh seride peptid elde
edilmesi i¢in kok peptidlerine ihtiyag¢ olduguna isaret etmektedir (Unal 2004).

1.2.6.8.1.3. Intakt Olmak I¢in Gerekli Pentaglisin Capraz Kopriileri

Glikan zincirlerini birbirine baglayan pentaglisin ¢apraz kopriilerinin yapimindan
femA, femB ve femX sorumludur. femX birinci glisini, femA ikinci ve Uglncu glisinleri ve
femB de dordlnci ve besinci glisinleri kopriiye sokmaktadir. femA ve femB arasinda degisme
olmadigindan bu proteinlerden herhangi birini kodlayan genlerin inaktivasyonu sonucu mono
veya tri-glisinli ¢apraz kopriiler olugsmaktadir. femA ve femB genlerinin herhangi birinin
inaktivasyonu bakteri i¢in letal oldugundan, femA ve femB proteinleri ilag ¢alismalarinin yeni

hedefleridir (Unal 2004).

1.2.6.9. Otitis Eksterna Vakalarma Neden Olan Stafilokok Tiirleri
1.2.6.9.1. S. aureus

S. aureus, kopeklerde otitis eksterna vakalarinda sik rastlanan mikroorganizmalar
arasinda yer almaktadir. Flora etkeni olmalarindan dolayi, kulak yolundaki yangisal
degisikliklerde de opportunistik olarak sekonder infeksiyonlara yol agmaktadir. S. aureus
virulansi en yiiksek olan stafilokok tiirlerindendir. Bu 6zelliklerinden dolay1r da insanlar ve
hayvanlarda 6nemli infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Leonard ve ark 2006, Briscoe ve ark
2008).

S. aureus infeksiyonlar:: Deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 (Impetigo, follikiilit,

fronkal, karbonkil wve hidradenitis supurativa gibi), dolasim sistemi infeksiyonlar
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(bakteriyemi, endokardit ve perikardit), solunum sistemi, kas ve iskelet, santral sinir sistemi,
iriner sistem infeksiyonlarmin yanisira toksinlere bagli olarak gelisen: Haslanmis deri
sendromu, toksik sok sendromu besin zehirlenmeleri gibi infeksiyonlarla karakterize

edilebilmektedirler (Manian 2003, Zubeir ve ark 2007).

S. aureus genomu: 2800 kbp uzunlugunda tek bir kromozomdan olusup, G+C igerigi
yaklasik %32 moldir. S. aureus’un ozellikle mukoid tiirlerinde polisakkarid yapida bir
mikrokapsiil bulunmaktadir (Koneman ve ark 2006).

S. aureus suslarin ¢ogunlugunun {iizerinde bulunan protein A fagositoz igin
opsonizasyon derecesini sinirlandirarak immunglobulinlere Fc kisimlart ile baglanmaktadir.
Protein A antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkiler gostermektedir. Protein A’nin
saptanmasi, S. aureus icgin spesifik bir identifikasyon testi olarak da kullanilabilmektedir.
Cogu S. aureus’un yiizeyi peptidoglikan tabakasina ya da stoplazmik membrana baglanan
protein A ile kaplanmistir. Immunglobulin (Ig) G1, IgG2 ve IgG4’iin Fc reseptorlerine
baglanarak, organizmanin antikor aracili immun klirensini etkili bir sekilde Onlemesini

saglamaktadir (Muray ve ark 2005).

Cogu S. aureus susunun en dis ylizeyinde 6nemli bir virulans faktor olan, clumping
faktor (bagli koagulaz) bulunmaktadir. Clumping faktor, fibrinojene baglanarak fibrine

dontistiirtir ve stafilokoklarin kiimelesmesine sebep olmaktadir.

S. aureus, konak hucre morfolojisini ve fonksiyonunu etkileyen c¢ok sayida
ekstraselluler toksin uretebilmektedir. Bunlardan bir kismi1 toksik etkilerini enzimatik aktivite
ile gosterirken, digerleri siiperantijen 6zellikleri nedeniyle sitokin salinimini indiiklemektedir.
S. aureus bes sitolitik veya membran hasarlayici toksin (alfa, beta, delta, gama ve Panton-
Valentin (P-V) I6kosidin), iki eksfolyatif toksin (A ve B), sekiz enterotoksin (A, B, C, D, E,
G, H ve 1) ve Toksik Sok Sendromu Toksin-1 (TSST-1)’i iceren ¢ok sayida virulans faktorii
Uretmektedir (Muray ve ark 2005).

S. aureus kopeklerde otitis eksternaya sebep olmaktadir. Normal flora etkeni olmakla
beraber hastalifin ¢esitli hazirlayic1 sebepleriyle patojen etken durumuna gectigi yapilan
cesitli caligmalarda bildirilmistir. Keskin ve ark (1999) 81 otitisli kdpekten izole ettikleri
suslarda en fazla S. aureus susunu gozlemlemis ve bu oranin %46.9 oldugunu belirtmislerdir.
Benzer bir ¢alismada ise Kihyang ve ark (1999) 26 kopege iliskin izolatin S. aureus tlrline ait

oldugunu rapor etmislerdir. Lilenbaum ve ark (2000) 65 otitis eksternali kdpekten izole
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ettikleri suslarda, S. aureus tiitiiniin en fazla oldugu kaydedimistir. Mhatre ve ark (2005)
yapmis olduklar1 bir diger ¢calismada ise 27 otitisli kdpege ait izolatlardan 23 tanesinin S.
aureus tirine ait oldugunu bildirmislerdir. Yapilmis olan bu arastirmalarda, S. aureus tirinin
otitis eksternali kopeklerden farkli oranlarda izole edilmesi, hastalik etkenleri arasinda

oldugunu kanitlar niteliktedir.

1.2.6.9.2. S. schleiferi subsp. schleiferi ve S. schleiferi subsp. coagulans

Yapilan g¢alismalar S. schleiferi ‘nin kopek ve kedilerdeki infeksiyonlarinin sinirli
oldugunu, en fazla piyoderma ve otitis vakalarinda rastlandigini bildirmektedir. Koagulaz
negatif stafilokoklarin sik sik tiir seviyesinde tanimlanamamasindan dolay1; koagulaz negatif
S. schleiferi subsp. schleiferi etkenine ait vakalar1 ve prevalansi az sayida ¢alismada yer
almaktadir. Onceleri baz1 insan ve hayvanlarda nadir olarak S. schleiferi subsp. coagulans
etkeni, S. aureus ve S. intermedius etkenleriyle fenotipik benzerliklerinden dolay1 identifiye
edilmistir (Leung ve ark 1999, Calvo ve ark 2000, Zdovc ve ark 2004).

Yapilan c¢esitli caligmalarda: S. schleiferi subsp. schleiferi kdpekte superfisial
piyodermada, S. schleiferi subsp. coagulans ise 21 otitis eksternali kdpege ait suslardan S.
intermedius’dan sonra sik izole edilen ikinci etken oldugu rapor edilmistir (Igimi ve ark 1990,
Yamashita ve ark 2005).

1.2.6.9.3. S. pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius ilk olarak 2005 yilinda kedi, kopek, at ve
papaganlardan aliman Orneklerden izole edilerek tanimlanmistir (Sasaki ve ark 2005). S.
pseudintermedius kopeklerin deri ve mukoz membranlarinda kommensal olarak bulunmakta
ve kopeklerde piyoderma, endometritis, sistitis, otitis eksterna gibi ¢esitli infeksiyonlara yol
a¢cmaktadir (Fitzgerald 2009).

S. pseudintermedius koloni morfolojisi ve standart fenotipik testler ile
tanimlanabilmektedir. Koloniler koyun kanli agarda; kabarik, pigmentsiz, kiiciik tek o-
hemoliz ya da tam bir hemoliz olusturarak tiremektedir. Yapilan gesitli ¢alismalarda bu tiiriin

genis ¢apli a-hemoliz olusturdugu gézlenmemistir (Fitzgerald 2009).
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Fenotipik profilleri S. intermedius ve S. delphini tirleriyle benzerlik gostermektedir. S.
pseudintermedius; koagulaz, b-galaktosidaz, polimiksin B direnci, D mannitol asiti ve asetoin
tiretimi gibi fenotipik testler ile diger stafilokok tiirlerinden ayrilmaktadir (Guardabassi ve ark
2004). Ancak S. delphini ile fenotipik ayrimi olduk¢a zordur (Jones ve ark 2007). Bu nedenle
S. pseudintermedius, cesitli ticari test kitleri ve PZR yontemleriyle daha dogru bir sekilde
belirlenmektedir (Sing ve ark 2008, Ben Zakour 2012).

S. pseudintermedius, S. aureus tiiriiniin virulans faktorlerine benzer ¢esitli virulans
faktorlere sahiptir (Ruscher ve ark 2008, Van ve ark 2008). Bu virulans faktorleri; bakterinin
konaga kolonizasyonunu, beslenme ve yayilmasini saglayan islemlerin hemen hemen hepsini
icermektedir. S. pseudintermedius koagulaz, proteaz, termonukleaz gibi enzimler,
hemolizinler, eksfoliatif toksin ve enterotoksinleri Uretmektedir (Zubeir ve ark 2007,
Ruscher ve ark 2008). Ayrica Luk-1 olarak bilinen leucotoksin de tretmektedir. Luk- I S.

aureus tarafindan Uretilen PVL ile oldukca benzerdir (Guardabassi ve ark 2004).

S. pseudintermedius bakterisinin vertikal, horizontal ve tiirler aras1 gecis yapabilecegi
bilinmektedir. Vertikal gecis: S. pseudintermedius bakterisinin digi kdpeklerden yeni dogan

yavrulara kolonize olmasiyla ger¢eklesmektedir (Epstein ve ark 2009).

Bu nedenle s6z konusu bakteri, yeni doganlarda dogumdan bir giin sonra deri ve
mukoz membranlarindan izole edilebilmektedir. Yetiskin kdpekler arasinda horizontal gecise
iliskin ¢ok az literatiir yer almaktadir. Yapilan caligmalarda enfekte kopeklerin, saglikli
olanlara s6z konusu organizmay1 bulastirdiklar1 gozlenmektedir. Tiirler aras1 gecis ise enfekte
kopekler ile sahiplerinin temaslari arasinda olmaktadir (Kluytmans ve ark 1998, Yugueros ve
ark 2000, Woo ve ark 2001, Wakita ve ark 2002, Van ve ark 2004, Couzinet ve ark 2005,
Heikens ve ark 2005).

S. pseudintermedius son yillarda metisiline olan direnci, vertikal ve tiirler arasi
gecisleriyle onemli stafilokok tiirleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle giiniimiizde en ¢ok
caligilan stafilokok turlerindendir (Bond ve Loeffler 2012, Cristina ve Degi 2013, Udegbunam
ve ark 2014).
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1.2.6.9.4. S. intermedius

S. intermedius konakgilarmin kopek, giivercin, vizon ve at oldugu bildirilen
infeksiyonlardan ilk defa 1976 yilinda Hajek tarafindan tanimlanmistir. Ardindan Devriese ve
Van de Kerckove’nin yapmis olduklari genotipik c¢alismalar, Hajek’in arastirmalariyla
paralellik gostermis ve tiir dogrulanmistir (Hajek 1976, Meyer ve Schleifer 1978, Biberstein
ve ark 1984, Chesneau ve ark 2000, Bannoehr ve ark 2009).

S. intermedius, ¢cogunlukla hem saglikli hem de lezyonlu kdpeklerden izole edilen bir
mikroorganizmadir. Saglikli  kopeklerin mukoz membranlarinda kommensal olarak
bulunduklar1 i¢in agiz, kulak, burun, farenks ve anuslerinden izole edilebilirler (Sekil 1)
(Hartmann ve ark 2005, Fitzgerald 2009, Bond ve Loeffler 2012, Petrov ve ark 2013).

Burun %31 (%16-64)

Kulak %9.5 Anls %52 (%28-72)

T~

A1z %57 (%42-74)

Kasik %23 (%16-38)

Sekil 1. Staphylococcus intermedius’un kopeklerde siklikla izole edildigi yerler
(Hartmann ve ark 2005, Fitzgerald 2009, Bond ve Loeffler 2012, Petrov ve ark 2013)

S. intermedius, S. intermedius grup (SIG) iginde yer almaktadir. Ayrica S. intermedius
grup (SIG) S. pseudintermedius ve S. delphini tiirlerini de kapsamaktadir (Fitzgerald 2009). S.
intermedius kolonileri 2-4 mm ¢apinda, opak, beyaz, diizgiin kenarli ve ¢ok konveks degildir.
Cogunlukla kanli agarda tam bir hemoliz olustururlar. Fenotipik olarak S. pseudintermedius
ve S. delphini tiirlerinden arjinin dihidrolaz reaksiyonlar1 (S. intermedius negatif), aerobik
kosullarda b-gentobiozdan asit Gretimi (S. intermedius pozitif) ve anaerobik D-mannitol
uretimi (S. intermedius pozitif) ile ayrilmaktadir. S. pseudintermedius ve S. delphini ise
fenotipik testlerle ayrimi olduk¢a zordur. Bu nedenle cesitli ticari test kitleri ve PZR
yontemleriyle tirler belirlenmektedir (Cizelge 3) (Gandra ve ark 2005, Jones ve ark 2007,
Sing ve ark 2008, Fitzgerald 2009, Petrov ve ark 2013).
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Cizelge 3. Kopek ve kedilerden izole edilen koagulaz pozitif stafilokok tirlerinin

fenotipik identifikasyonu (Petrov ve ark 2013)

S. schleiferi
ssp.coagulans

S.aureus  S.pseudintermedius S.intermedius  S. delphini

Hemolitik + + + + +
Aktivite
Clumping + Degisken Degisken - -
Faktor
Tup + + + + +
Koagtilaz
VP + Zayif - - +
DNaz + + + Zayif i3
Trehaloz + + + - -
Laktoz + Degisken + + -
Mannitol + - - + Degisken

S. aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, S.
delphini ve S. pseudintermedius bakterilerinden baska koagulaz pozitif alti stafilokok tiri
daha vardir (May ve ark 2005, Oliveira ve ark 2008). S. hyicus ve S. lutrae disindaki diger
dort tiirin 16S rRNA gen sekans benzerligi %99 birbirleriyle aynidir (Murray ve ark 2007,
Oliveira ve ark 2008, Fitzgerald 2009, Petrov ve ark 2013 ).

S. delphini ilk olarak 1988 yilinda yunus baliklarindan, S. pseudintermedius da 2005
yilinda kedi, kdpek at ve papagandan izole edilen turlerdir (Aarestrup 2001, Oliveira ve ark
2008). Bu iki bakteri izolasyonlarinin ardindan S. intermedius ile iliskilendirilmistir. Bazi
arastirmacilar farkli kaynaklardan izole ettikleri S. intermedius suslarmin genotipik ve
fenotipik olarak birbirinden ayri olduklarini bildirmislerdir. Bu da heterojen biyotipli S.
intermedius suslarinin S. delphini ve S. pseudintermedius tiirlerini igerebilecegini kanitlar
niteliktedir (Manian 2003, Bannoehr ve ark 2009, Fitzgerald 2009).

Sasaki ve ark (2005) tarafindan yapilan bir c¢alismada S. intermedius, S.
pseudintermedius ve S. delphini pargali sod A ve hsp60 gen sekans baz alinarak filogenetik

molekuler analizlerle ayrilmistir.

Yapilan pekcok arastirmaya gore kopeklerden izole edilen en yaygin koagulaz pozitif
stafilok turd S. intermedius’tur (Medleau ve ark 1986, Lilenbaum ve ark 2000, Hartmann ve
ark 2005, Fitzgerald 2009, Bond ve Loeffler 2012, Petrov ve ark 2013).
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Metisiline direncli S. intermedius kopek ve kedilerde ¢ogunlukla piyoderma, otitis
eksterna, mastitis, endometrit, sistit, osteomiyelit ve deri infeksiyonlarina neden olmaktadir
(Frank ve ark 2003, Guardabassi ve ark 2004, Weese ve ark 2006). Ayrica, operasyonlar
sonrasi baz1 dokularda sekonder infeksiyonlara da sebep olan firsat¢i bir etkendir (Morris ve
ark 2006, Griffeth ve ark 2008).

S. intermedius S. aureus’ a benzer bir takim virulans faktor tiretirler. Bunlar proteaz,
koagulaz, clumping faktor, enterotoksin, eksfoliatif toksin, leukotoksin, alfa ve beta
hemolizinlerdir. Yapilan galismalarda enterotoksin ve leukotoksin iireten suslarin daha gok
kopege ait oldugu bildirilmistir. Bu virulans faktorler, bakterinin konaga kolonizasyonunu,
beslenme ve yayilmasini saglayan islemlerin hemen hemen hepsini igermektedir. Bu
ozelliklerde bakterinin patojen bir organizma olmasina katki saglamaktadir (Scott ve ark
2001, Bes ve ark 2002, Hill ve ark 2006, Devriese ve ark 2009, Fitzgerald 2009, Bond ve
Loeffler 2012, Petrov ve ark 2013).

S. intermedius’un frettigi toksinlerden en onemlisi, vezikiiler ve eksfoliyatif deri
lezyonlarindan sorumlu epidermolitik bir toksin olan eksfoliatif toksindir. SSSS ve
piyodermadaki benzer klinik bulgulardan yola ¢ikarak bir takim arastirmacilar S.
intermedius’un irettigi toksininin S. aureus ‘un eksfoliatif toksinine benzer olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Terauchi ve ark (2003)’nin yapmis olduklari bir ¢aligmada S. intermedius ‘un
eksfoliatif toksinini (SIET) izole etmis ve serolojik olarak ETA, ETB, ETC ‘den farkli
oldugunu tespit etmislerdir. Simdiye kadar ki yapilan pek ¢ok ¢alismada: S. intermedius’un
sadece kopeklerden izole edilen izolatlarimin, S. chromogenes ve S. hyicus ’un ise
domuzlardan izole edilen izolatlarinin eksfoliatif toksin tirettigi gdzlemlenmistir (Blaiotta ve
ark 2005, Devriese ve ark 2009, Fitzgerald 2009, Bond ve Loeffler 2012, Petrov ve ark 2013).

S. intermedius, S. aureus‘a benzer olarak Staphylokokkal Protein A (SPA) olarak
adlandirilan immunoglobulin baglayici protein de Uretmektedir (Vitale ve ark 2006). Cogu
stafilokok gibi, baz1 S. intermedius suglari da biofilm olusturabilmektedir (Kikuchi ve ark
2004).

Kopek gibi pet hayvanlarinin insanlardaki stafilokokkal infeksiyonlar icin bir kaynak
olabilecegi ¢ok uzun zamandir bilinmektedir. Insanlarda yapilan cesitli ¢alismalarda S.
intermedius infeksiyonlarinin; kopek 1siriklarinin  olusturdugu yaralarda (Lee 1998),

kateterizasyon ile sekillenen bakteriyemide (Vandenesch ve ark 1995), bypass operasyonu
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sonrasi sekillenen pneumonide (Gerstadt ve ark 1999) ve otitis eksterna vakalarinda (Tanner

ve ark 2000) rol oynadig1 gozlenmistir.

Yapilan gesitli ¢aligmalar kontamine ¢evrenin ortak kullanimi S. intermedius’un Kross-
kontaminasyonu ile sonuglandigin1 vurgulanmaktadir (Duquette ve Nuttall 2004, Fitzgerald
2009, Moodley ve Guardabassi 2009, Bond ve Loeffler 2012, Cristina ve Degi 2013, Petrov
ve ark 2013). Ayrica bu hayvanlarin da S. intermedius’u yine insanlardan ya da insanlar
tarafindan kontamine edilmis ¢evrelerden aldiklari da belirtilmektedir (Duquette ve Nuttall,
2004, Boost ve ark 2008, Morgan 2008, Loeffler ve ark 2010).

1.3. Saghkl Képeklerin Dis Kulak Yollarindan izole Edilen Bakteriler

S. aureus, S. schleiferi, S. epidermidis, S. hyicus, S. xylosus, S. simulans, S.
intermedius ve S. pseudintermedius saglikli kdpeklerden izole edilen stafilokok tirlerindendir
(Medleau ve ark 1986, Frank ve ark 2003, May ve ark 2005, Sasaki ve ark 2005, Petrov ve
ark 2013).

Ayrica P. aeruginosa ve Streptococcus spp. de izole edilen diger bakteriler arasinda
yer almaktadir. Bu bakteriler flora etkeni olmalarindan dolayi, kulak yolundaki yangisal
degisikliklerde sekonder infeksiyonlara yol agmaktadir. KOpeklerin mukoz membranlarinda
kommensal olarak bulunduklart ig¢in ¢ogunlukla agiz, kulak, burun, farenks ve anus
bolgelerinden izole edilebilmektedirler (Terauchi ve ark 2003, Rosser 2004, Cristina ve Degi
2013).

1.3.1. Staphylococcus spp.

Kumar ve ark (2002)’nin yapmis olduklart calismada 200 saglikli kdpegin
kulaklarindan %99 oranla Staphylococcus spp. tiirlerini izole etmislerdir. Yapilan baska bir
calisma da da Staphylococcus spp. orani %68.3 oraninda olup, saglikli kopeklerin dig
kulaklarindan stafilokok izolasyonunun diger bakterilere gore yiiksek oldugu gosterilmektedir
(Yamashita ve ark 2005).
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1.3.2. Koagulaz Pozitif Stafilokoklar

Koagulaz pozitif stafilokoklar icerisinde saglikli kopeklerin dis kulak yolundan izole
edilen tirler: S. aureus ve S. intermedius ‘dur. Tejedor ve Martin (2002), Yoshida ve ark
(2002) ,Yamashita ve ark (2005). Dickson ve Love (1983), Uchida ve ark (1994), Kumar ve
ark (2002) tarafindan yapilan gesitli arastirmalar da stafilokok tirlerinden S. aureus ve S.
intermedius  tiirlerinin  saglikli  kopeklerin  kulak  yollarinda en fazla bulunan

mikroorganizmalar olduklarini kanitlar niteliktedir.

1.3.3. Koagulaz Negatif Stafilokoklar

Ozer ve ark (1999) saglikli kdpeklerinin kulaklarinda %62.5 oraninda koagulaz negatif
stafilokok izole ettiklerini bildirmislerdir. Bir diger arastirmada ise Yoshida ve ark (2002) 77

Ornekte yalnizca 17 izolatta koagulaz negatif stafilokok izole etmislerdir.

1.3.4. Staphylococcus epidermidis

Chaudhary ve ark (2003)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada 77 kulak 6rneginden 30
unda S. epidermidis bakterisine rastlamiglardir. Bagka bir ¢alismada Yamashita ve ark (2005)

ise S. epidermidis’ in kopeklerin normal florasinda oldukga fazla oldugunu bildirmislerdir.

1.3.5. Pseudomonas aeruginosa

Yapilan ¢esitli calismalarda saglikli kopeklerin kulaklarinda P. aeruginosa bakterisine
az rastlanildig1 bildirilmistir. Grono ve Frost (1969) yapmis olduklar1 ¢alismada 124 Grnekte
P. aeruginosa tiirline yalnizca %2.4 oraninda rastlamistir. Lorewnzini ve Sala (1983) ise s6z

konusu bakteriyi yalnizca bir izolatta izole etmislerdir.
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1.3.6. Streptococcus spp.

Kumar ve ark (2002) toplamda 200 saglikli kdpegin kulaklarina ait izolatlarda yalnizca
iki Ornekte Streptococcus spp. tiirline rastlamislardir. Chaudhary ve ark (2003) yapmis
olduklar1 benzer bir ¢alismada ise s6z konusu bakterinin toplam 6rnek i¢cinde %27.5 oraninda
oldugunu bildirmislerdir. Yoshida ve ark (2002) da s6z konusu bakterinin yanlizca tig izolatta

rastladiklarini rapor etmislerdir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakltesi kliniklerinde ve Aydin ilinde hizmet
veren 6zel bir kopek ciftgliginde bulunan farkli 1k, yas ve cinsiyetteki kopeklerin kulaklari
muayene edilip, saglikli ve otitis eksterna oldugu diisiiniilen kopeklerin sag ve sol

kulaklarindan jelli svaplar ile toplam 100 adet 6rnek alind1 (Sekil 2,3).

Sekil 3. Orneklerin alinmasi
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Alman 6rnekler Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina soguk zincirde getirilmistir. Svap ornekleri ekim

yapilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmigtir.

2.2. Stafilokok Siipheli Bakterilerin Belirlenmesi

Laboratuvara getirilen 6rnekler %5 koyun kanli agara ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat
inkubasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda iireyen bakterilerin olusturduklari kolonilerin
yapilar1 ve hemoliz 6zellikleri de incelenerek stafilokok siipheli kolonilerden gram boyama

yapildi.

Gram pozitif, kok bakterilere %30’luk H,O; ile katalaz testi yapildi. Katalaz testi
pozitif olan bakterilere koagulaz testi uygulandi. Toplanan materyallerden izole edilen
stafilokok stipheli koloniler, makroskopik ve mikroskopik morfolojileri ve biyokimyasal
ozellikleri degerlendirilerek belirlendikten sonra kontaminasyonu onlemek ve saf koloniler
elde etmek amaci ile kanli besiyerlerine pasajlar1 yapilarak inkiibasyona birakildi. Bu suslara
daha sonra tavsan serumu ile koagulaz testi yapildi. Lamda agliitinasyon gozlenen suslar

belirlendi. Yapilan biyokimyasal testlerden sonra koagulaz pozitif stafilokoklar belirlendi.

Identifiye edilen koagulaz pozitif stafilokoklar icerisinde: S. intermedius’un aranmasi,
ardindan eksfoliatif toksin varliginin belirlenmesi amaciyla Tryptic Soy Agar(TSA)’a

pasajlart yapilana kadar +4°C’ de muhafaza edildi.

2.3.S. intermedius’ un PZR Metoduyla identifikasyonu
2.3.1. Stafilokokal DNA Ekstraksiyonu

Izole edilen koagulaz pozitif stafilokok suslarmda DNA izolasyonu igin kaynatma
yonteminden yararlanildi. Bu amagla suslar Trypticase Soy Agar (TSA)’a ekilerek bir gece 37
°C’de Uretildikten sonra biz 6ze dolusu saf koloni alinarak, 500 mikrolitrelik DNase-RNase
free ependorf tipunde fizyolojik tuzlu su ile stispanse edildi. Stispansiyen 100 derecede 10 dk
kaynatildiktan sonra 10 000 rpm de 10 dk santrifiij edildikten sonra iistte kalan siv1 alinarak
PZR amplifikasyonunda hedef DNA olarak kullanilmak amaci ile -20 °C’de bekletilmistir.
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2.3.2. Primerler

S. intermedius nuc genleri 431 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden
primerler Cizelge 4’de gosterilmistir.

Cizelge 4. S. intermedius nuc genleri 431 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden

primerler (Gandra ve ark 2005)

nuc nuc3 CGCCGTTCTCTCTTTGG 431 Gandra ve ark
nuc4 CGCCTCTCACATCCG 2005

2.3.3. Standart Sus

nuc pozitif S. intermedius suslar1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.

2.3.4. PZR Karisimi

PZR Master Mix: 40 pl’lik final hacimde, final konsantrasyonlari; her bir primer’den 1
MM (nuc3 ve nuc4), 0.8 UM dNTP (200 pM), 10X PZR buffer’dan 4 uM, 2 mM MgCl; “den
3.2 UM, 0,2 pl Taq polimeraz (1 U/ul), 24.8 ul steril distile su ve 5 uM 6rnek DNA olacak
sekilde hazirlandi.

2.3.5. Amplifikasyon Kosullar

nuc3 ve nucd icin PZR amplifikasyon kosullari: 95°C’de 2 dk baslangig
denattrasyonu, 95°C’de 50 sn, 42°C’de 2 dk, 72°C’ de 4 dk olmak uzere 40 siklusu ve
72°C’de 10 dk final ekstensiyon agamasini igermektedir.
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2.3.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Ornekler 20 cm’lik %1.5’luk agaroz jelde, 70 Volt’ta 1 saat elektroforez edildi.

2.4. S. intermedius’un Eksfoliatif Toksinin PZR Metoduyla Belirlenmesi
2.4.1. Primerler

S. intermedius’un siet genleri 145 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden

primerler cizelge 5’de gosterilmistir.

Cizelge 5. S. intermedius’un siet genleri 145 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye

eden primerler (Sareyyiipoglu ve ark 2013).

siet sietl AGCGTTAATAGTCCGGGTGG 145 Sareyyiipoglu

ve ark 2013

siet2 CGGCTGGTGCTGAAATGTAG

2.4.2. Standart Sus

siet pozitif S. intermedius suslart Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.

2.4.3. PZR Karisimi

PZR Master Mix: 25 pl’lik final hacimde, final konsantrasyonlari: her bir primer’den 1
MM (10 pmol/ uM), 0.5 pl dNTP (10 mM), 10X PZR buffer’dan 2.5 uM, 2 mM MgCI2 ‘den 2
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UM, 0.2 pl Taq polimeraz (5 U/ul), 12.8 ul steril distile su ve 5 uM 6rnek DNA olacak
sekilde hazirlandu.

2.4.4. Amplifikasyon Kosullari

sietl ve siet2 igcin PZR amplifikasyon kosullari: 94°C’de 3 dk baslangig
denatlrasyonu, 94°C’de 30 sn, 54°C’de 30 sn, 72°C’ de 30 sn olmak tzere 30 siklusu ve
72°C’de 3 dk final ekstensiyon agamasini igermektedir.

2.4.5. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Ornekler 20 cm’lik %1.5’luk agaroz jelde, 70 Volt’ta 1 saat elektroforez edildi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

S. intermedius igin, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiltesi kliniklerinde ve
Aydin ilinde hizmet veren 6zel bir kopek ciftcliginde bulunan farkli irk, yas ve cinsiyetteki
kopeklerin kulaklar1 muayene edilip, saglikli ve otitis eksterna oldugu diisiiniilen kopeklerin

sag ve sol kulaklarindan jelli svaplar ile toplam 100 adet 6rnek alinmistir.

Laboratuvara getirilen ornekler %5’lik koyun kanli agara ekim yapilarak 37°C’de 24
saat inkubasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen bakterilerin olusturduklart
kolonilerin yapilar1 ve hemoliz 6zellikleri de incelenerek stafilokok stipheli kolonilerden gram

boyama yapilmistir.

Gram pozitif, kok bakterilere %30’luk H,O, ile katalaz testi yapilmistir. Katalaz testi
pozitif olan bakterilere koagulaz testi uygulanmistir. Toplanan materyallerden izole edilen
stafilokok stipheli koloniler, makroskopik ve mikroskopik morfolojileri ve biyokimyasal
ozellikleri degerlendirilerek, belirlendikten sonra kontaminasyonu Onlemek ve saf koloniler
elde etmek amaci ile kanli besiyerlerine pasajlar1 yapilarak inkiibasyona birakilmistir. Bu
suslara daha sonra tavsan serumu ile koagulaz testi yapilmistir. Yapilan biyokimyasal

testlerden sonra suslarin, koagulaz pozitif stafilokoklara ait oldugu belirlenmistir.

Calisma icin toplanan 100 6rnegin: 52 tanesi otitis eksternali, 48 tanesi ise saglikli
kopeklerin kulaklarina aittir. Yapilan ekimler sonucunda: 52 otitis eksternaya ait suglardan 46
tanesinde bakteriyolojik tireme gbzlenirken, diger alt1 tanesinde Candida spp. gozlenmistir. 48
saglikli kopegin kulaklarina ait suslarda ise: 32 tanesinde bakteriyolojik Greme go6zlenirken,

diger 16 tanesinde iireme olmadigi saptanmistir (Cizelge 6).

Sonu¢ olarak c¢aligmada toplam 100 Ornekte 78’nin bakteriyolojik iiremesi
gbzlenmistir.78 bakteriyolojik lireme gozlenen Ornekte yapilan fiziksel ve biyokimyasal
testler sonucunda: 39 ‘unun gr(+) kok ve katalaz(+), diger 39 tanesinin ise gr(-) bakteriler
oldugu tespit edilmistir. Gr(+) kok olup katalaz(+) olan ve stafilokoklarin ayrimi iginde
koagulaz testi yapilarak, 22 ornek koagulaz pozitif stafilokok olarak belirlenmistir (Cizelge
7).
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Identifiye edilen koagulaz pozitif stafilokok suslar: PZR teknigi uygulanarak S.
intermedius’ un nuc genlerinin belirlenerek, genotipik olarak saptanmasi ve ardindan
eksfoliatif toksin varliginin arastirilmasi i¢in Tryptic Soy Agara pasajlart yapilana kadar

+4°C’ de muhafaza edilmistir.

Cizelge 6. Otitis eksterna ve saglikli kopeklerden izole edilen suslarda izolasyon bulgulari

Izole Edildigi Materyal

Otitis Eksternali Kopekler Saglikli Kopekler

Bakteri Uremesi Gozlenen (n:46) (n:32)
Bakteri Uremesi Gozlenmeyen - (n:16)
Mantar Uremesi Gézlenen (n:6) -

Incelenen Toplam Ornek Sayisi (n:100) (n:52) (n:48)

Cizelge 7. Otitis eksterna ve saglikli kopeklerden izole edilen suslarda identifikasyon

bulgulari
Incelenen Ornek Sayisi (n: 100)
; . . . . Izolasyon
Izole Edilen Etiyolojik Etkenler Izolatlar Yiizdesi %
S. Ekcs)tt(;?r?all 4 4
Koagulaz | jntermedius -
Pozitif Saghkh 1 1
Gr(+) Stafilokok | stafilokoklar
Diger KPS 17 17
Koagulaz Negatif Stafilokoklar 17 17
Gr(-) Diger Bakteriler 39 39
Bakteriyel Ureme Olmayan 16 16
Mantar/Maya 6 6
Toplam 100 100

Yapilan izolasyon ve identifikasyon caligmalarina gore otitis eksternaya ait suslardan
46, saglikli hayvanlardan izole edilen suslardan ise 32 tanesinde bakteriyolojik Ureme

gozlenmistir. 46 otitis eksternaya ait sustan 16 tane drnegin, 32 saglikli hayvanlara ait sustan
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ise alt1 tanesinin koagulaz pozitif stafilokok oldugu belirlenmistir. 22 koagulaz pozitif
stafilokok susundan; bes tanesinin S. intermedius oldugu, dort tanesinin otitis eksternali

kopeklerin kulaklarindan ve bir tanesinin saglikli olanlardan izole edildigi tespit edilmistir.

Bu durum S. intermedius bakterisinin otitis eksternaya yol agtigini, ayrica saglikli

kopeklerin kulaklarindan izole edilebildigini géstermektedir.

3.2. PZR Sonug¢lan

S. intermedius nuc genleri 431 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden
primerler kullanilarak yapilan PZR sonucunda; bes adet sus S. intermedius olarak
bulunmustur (Sekil. 4). S. intermedius siet genleri 145 bp’lik segmentlerini spesifik olarak
amplifiye eden primerler kullanilarak yapilan PZR sonucunda; bes tanesi siet pozitif sonug
vermistir. Saglikli hayvanlardan izole edilen bir susta, PZR sonucunda siet pozitif gen

saptanirken, otitis eksternaya ait 6rneklerde ise dort tanesinin siet pozitif oldugu saptanmustir.

Bu calismada toplam 100 ornekte bes tanesi siet pozitif bulunmustur. siet pozitif
olanlarin bir tanesi saglikli kopekte, dort tanesi ise otitis eksternali kopekte saptanmigtir
(Sekil.5).

Yapilan PZR caligmalar1 sonucunda hem saglikli hem de otitis eksternali kopeklere ait

suslarda eksfoliatif toksini kodlayan siet geni tespit edilmistir.

Sekil 4. S. intermedius nuc genleri 431 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden
primerler kullanilarak yapilan PZR iiriinii goruntust (%1.5 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve UV

altinda goriintiilenmistir).
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Sekil 5. S. intermedius siet genleri 145 bp’lik segmentlerini spesifik olarak amplifiye eden
primerler kullanilarak yapilan PZR {irlinii gérintist (%1.5 agaroz jelde yiiriitiilmis ve UV

altinda goriintiilenmistir).
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4. TARTISMA

Otitis eksterna kedi ve kopeklerin en sik goriilen kulak kanalini da igine alan akut ya
da kronik seyirli dis kulak yangisidir (Rosser 2004, Saridomichelakis ve ark 2007, Schick ve
ark 2007, Petrov ve ark 2013). Olusumunda cktoparaziter etkenler, dermatolojik ve alerjik
hastaliklar, endokrin bozukluklar, yabanci cisimler, anatomik yapi, rutubet, neoplasmlar,
sistemik ve otoimmun hastaliklar etkilidir (Keskin ve ark 1999, Blanco ve ark 2000,
Jacobsona 2002, Petrov ve ark 2013).

Otitis eksterna vakalarindan sorumlu olan infeksiy6z etkenler basta bakteriler olmak
lizere maya ve mantarlardir. Hastalik vakalarindan cogunlukla izole edilen bakteriler:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, B-hemolitik Streptococcus spp., Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Corynebacterium spp., koagulaz
negatif stafilokoklar, mayalar: Malessezia pachydermatis ve Candida spp. mantarlardan ise
Aspergillus spp. ve Microsporum spp.’dir (Rosser 2004, Blanco ve ark 2007, Schick ve ark
2007, Petrov ve ark 2013).

Kopeklerde dis kulak yolunun bakteriyel ve fungal florasi ile ilgili olarak diinyada
birgok arastirma yapilmistir (Oliveira ve ark 2008). Bakteriyel ve mantar enfeksiyonlarinin
kulak hastaliklarina sekonder olarak katildig1 ve kulak kanalinda primer bir hasar olustugunda
normal florada bulunan mikroroganizmalarin sekonder enfeksiyonlara yol actigt rapor

edilmistir (Hariharan ve ark 2006).

Yapilan ¢esitli calismalarda otitisli ve saglikli kopeklerin kulak svap érneklerinden, en
fazla Candida spp., Aspergillus spp., Microsporium spp. ve Trichophyton spp. turlerinin izole
edildigi bildirilmistir (Keskin ve ark 1999, Crespo ve ark 2000, Lyskova ve ark 2007, Kumar
ve ark 2002).

Lyskova ve ark (2007) otitisli kopeklerden %3.1 oraninda Candida spp. ve %?2.1
oraninda Aspergillus fumigatus izolasyonu yaptiklarini, saglikli kopeklerin dis kulak
kanalindan ise maya ve mantar tiirii izole edilmedigini bildirmislerdir. Yoshida ve ark (2002)
saglikli kopeklerin kulak kanalindan %12.3 oraninda maya izole edildigini rapor etmislerdir.
Borum ve ark (2014) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 52 otitis eksternali kopeklerden en ¢ok

izole edilen mikroorganizmalarin; S. aureus (%55.76) ve Malassezia pachydermatitis
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(%17.30) oldugunu bildirmislerdir. Diger mikroorganizmalar arasinda bildirilen Candida spp.

ise %11.53 oraninda olup, az bulunmustur.

Sarierler ve Kirkan (2004) 234 otitis eksternali kopekten %11.53 oraninda S. aureus,
%6.42 oraninda Corynebacterium spp., %5.12 oraninda koagulaz negatif stafilokok, %12.82
Candida albicans, %7.69 Aspergillus fumigatus mantarlarin1 izole ettiklerini rapor
etmislerdir. Yapilan ¢alismalara ilave olarak, bu calismada ise otitis eksternali kopegin alti
tanesinde Candida spp. saptanmis ve toplam 52 otitis eksternaya ait 6rnek igerisinde oraninin

az oldugu tespit edilmistir.

Kopeklerde otitis eksterna vakalarindan en ¢ok izole edilen mikroorganizmalar
arasinda S. intermedius ve S. aureus %30 -%50 oranlarinda rapor edilmistir (Bensignor ve ark
2000, Martin ve ark 2000, Tejedor ve ark 2002, May ve ark 2005).

Keskin ve ark (1999)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 81 otitisli kopegin 79
(%97.5)[Jundan izolasyon yapildigimi ve en yiiksek oranda S. aureus, S. intermedius
Malassezia pachydermatitis (%21.6), Pseudomonas ssp. (%9.6), E. coli ve Candida spp.
(%2.4) izole ettiklerini bildirmislerdir.

Petrov ve ark (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada otitis eksternali 193 kdpekten en

fazla (%45.2) koagulaz pozitif stafilokok izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Kuyucuoglu ve Saritas (2010) saglikli kopek kulaklarindan en ylksek oranda S.
aureus (%31.5), sonra sirasiyla Streptococcus spp. (%16.4), Bacillus spp. (%12.3), S.
intermedius (%9.5), Proteus spp. (%8.2), P. aeruginosa (%8.2), E. coli (%6.8), Candida spp.
(%4.2) ve Aspergillus spp. (%3.5) izole ettiklerini bildirmislerdir.

Lyskova ve ark (2007) S. intermedius’un izolasyon oraninin saglikli kopeklerde otitisli

kdpeklere gore daha diisiik oranlarda (%24.2) oldugunu rapor etmislerdir.

Pena ve ark (2010)’ lar otitisli kopeklerden %14.3 oraninda S. intermedius izole
ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada %31.5 Staphylococcus spp., olmak Uzere,
%16.4 Streptococcus spp., %8.2 Proteus spp. ve %6.8 E. coli izolasyonunu rapor etmislerdir
(Penna ve ark 2010). Yapilan g¢alismalara paralel olarak, bu c¢alismada ise 46 otitisli
kopeklerden izole edilen suslar igerisinden, dort tanesinde S. intermedius bakterisine

rastlanmistir.
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Kopeklerin dis kulak kanalindan izole edilen S. intermedius’un toksin dretimi ve
siiperantijen olma ozelligi ile zoonotik ©neme sahip bir bakteri tiirii olabilecegi
belirtilmektedir (Becker ve ark 2001, Hendricks ve ark 2002, Teraucki ve ark 2003).

Sasaki ve ark (2005)’nin hasta ve saglikli kopeklerden izole ettikleri S. intermedius
suslarinin enterotoksin tiretimleri degerlendirilmis, hasta kdpeklere ait suslarda toksin tiretimi

digerlerine oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Lautz ve ark (2006)’nin yapmis olduklar bir ¢alismada, hasta ve saglikli kopeklere ait
orneklerden izole ettikleri koagulaz pozitif stafilokoklar, PZR metoduyla fenotipik ve
genotipik olarak arastirilmis ve S. intermedius suslarinda eksfoliatif toksini kodlayan siet
genin varhigina bakilmistir. Calismanin sonunda S. intermedius izolatlarinda eksfoliatif
geninin varligmin toksinin klinik semptomlarda rolii olabilecegi belirtilmistir. Ayrica soz
konusu arastirmacilar S. intermedius tiriiniin kopeklerde hastaliklara yol acan bakteri
tirlerinin basinda geldigini, siet-spesifik PZR metodunun S. intermedius’un toksijenik

potansiyelini arastirmada kullanilabilir oldugunu rapor etmislerdir.

Oliveira ve ark (2008) ise otitisli kopeklerden %54.8 oraninda S. intermedius izole
etmislerdir. Yapilan ¢alismalara paralel olarak, bu ¢alismada da otitis eksternali kopeklerde S.
intermedius orani toplam 46 6rnek icinde dort tane saptanmis, diger bir 6rnegin ise 32 saglikli
kopege ait suslar icerisinde bir tane oldugu ve bu oranin toplam sayi iginde az oldugu tespit

edilmistir.

Rich ve ark (2006)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada ev hayvani sahibi insanlarda S.
intermedius kolonizasyonu (%27), kopeklerde ise %14.3 olarak belirlenmistir. Cristina ve
Degi (2013) arastirmacilarinin otitis eksternali kdpekler ve sahipleriyle yapmis olduklart bir
calismada ise, otitisli kdpeklerden izole edilen S. intermedius bakteriler hayvan sahiplerinden
de izole edilmistir. Hayvan sahiplerinde ayni bakteri tiiriiniin izolasyonu, enfekte kopeklerden

temas yoluyla gecisini, yani tiirler aras1 yayilmanin varligini géstermektedir.

Sonug olarak, kopeklerin dis kulak kanalindan izole edilen S. intermedius’un primer
hasara bagli olarak otitise sebep olabilecek mikroorganizmalar oldugu belirlenmistir. Ayrica
saglikli kopege ait bir 6rnekte belirlenen eksfoliatif toksin, hastaligin asemptomatik seyrini
gostermektedir. S. intermedius’un trettigi eksfoliatif toksinin otitis eksternaya yol agan temel

etken oldugu gozlenmistir.
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5. SONUC

Otitis eksterna; dis kulak yolunun akut ya da kronik yangisi olarak tanimlanan ve
multifaktoriyel etiyolojiye sahip bir hastaliktir. Olusumunda ektoparaziter etkenler,
dermatolojik ve alerjik hastaliklar, endokrin bozukluklar, yabanci cisimler, anatomik yapi,

rutubet, neoplasmlar, sistemik ve otoimmun hastaliklar etkilidir.

S. intermedius otitis eksterna ve piyodermali kopeklerden sik izole edilen bir
mikroorganizmadir. Ayrica, S. intermedius bakterisinin saglikli hayvanlarin; kulak, oral, nasal
ve anus bolgelerinde bulundugu da bilinmektedir. S. intermedius bir takim virulans faktor
Uretmektedir. Bunlar; proteaz, koagulaz, clumping faktor, enterotoksin, eksfoliatif toksin,
leukotoksin, alfa ve beta hemolizinlerdir. Urettigi toksinlerden en dnemlisi; epidermolitik bir
toksin olup, stafilokokal infeksiyonlarin vezikiiler ve eksfoliatif deri lezyonlarindan sorumlu
olan eksfoliatif toksindir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda hasta ve saglikli kopeklerden izole
edilen S. intermedius suslari: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metoduyla fenotipik ve
genotipik olarak arastirildiginda, eksfoliatif toksini kodlayan siet genin varligmnin klinik

semptomlarda rolii olabilecegi belirtilmistir.

S. intermedius; toksin tiretimi, stiperantijen olma 6zelligi ile zoonotik 6neme sahip son
derece 6nemli bir mikroorganizmadir. Bu nedenle son yillarda yapilan nozokomiyal ve

toplum kokenli infeksiyon etkenleri ¢caligsmalarinda yer aldigi goriilmektedir.

S. intermedius tiriiniin kdpeklerde hastaliklara yol agan mikroorganizmalar arasinda
yer almasi, zoonoz olmasi ve infeksiyon-kolonizasyon ayrimi yapmada, direng paternlerini
degerlendirmede hekimleri zor durumda birakmasi toksijenik potansiyellerinin arastirilmasini
zorunlu kilmaktadir. S6z konusu nedenlerden dolay1, yapilan bu ¢alismada otitis eksternali ve
saglikli kopeklerden izole edilen, S. intermedius suslarinda eksfoliatif toksini kodlayan siet

genin varligit PZR metoduyla fenotipik ve genotipik olarak arastirilmistir.

Bu calismada toplam 100 6rnekte 78’nin bakteriyolojik iiremesi gozlenmistir. Yapilan
izolasyon, identifikasyon ve PZR ¢aligmalarina gore otitis eksternaya ait suslardan 22 6rnegin
koagulaz pozitif stafilokok oldugu belirlenmistir. 22 koagulaz pozitif stafilokok susundan: 16
tanesi otitis eksternali kopeklerin kulaklarindan, alt1 tanesi ise saglikli olanlardan izole

edilmistir. 22 koagulaz pozitif stafilokok icinden nuc3 ve nuc4 genlerinin PZR metoduyla
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arastirilmasi sonucunda bes susun S. intermedius oldugu tespit edilmistir. Sonrasinda, yapilan
PZR ¢alismalariyla hem saglikli hem de otitis eksternali kdpeklere ait suslarda eksfoliatif

toksini kodlayan siet genin varligi arastirilmis, bes 6rnekte s6z konusu gen bulunmustur.

Yapilan bu calismada otitis eksternali ve saglikli kdpeklerden elde edilen suslarda
saptanan siet geninin varhigi; saglikli kopeklerde hastaligin asemptomatik seyriyle, hasta

kopeklerde ise hastalik etkeni olmasiyla aciklanabilmektedir.
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OZET

Saghkh ve otitis eksternali kopeklerden izole edilen Staphylococcus

intermedius’un eksfoliatif toksininin belirlenmesi

S. intermedius’un kopeklerde otitis eksternaya neden olan tiirler arasinda yer aldig1 ve
stk izole edildigi bilinmektedir. Ayrica saglikli kopeklerin mukoz membranlarinda
kommensal olarak bulunduklari i¢in agiz, kulak, burun, farenks ve anuslerinden de izole
edilebilirler. S. intermedius’un toksin iiretimi ve siiperantijen olma 6zelligi ile zoonotik 6neme
sahip bir bakteri tirl oldugu bilinmektedir. S. intermedius’un Urettigi toksinlerden en

onemlisi, epidermolitik bir toksin olan eksfoliatif toksindir.

Bu ¢alismada, S. intermedius’un eksfoliatif toksinini kodlayan siet geninin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigiyle belirlenmesi ve saglikli kopeklerle otitis eksternali
kopekler arasindaki oraninin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Calismamiz i¢in farkl irk, yas
ve cinsiyetteki 52 otitis eksternali ve 48 saglikli kdpegin kulaklarina ait toplam 100 6rnek
alinmigtir. Otitis eksternali kopege ait izole edilen suslardan 46 tanesinde bakteriyolojik
Ureme gozlenirken, yapilan fenotipik ve biyokimyasal testler sonucunda 22 6rnegin koagulaz
pozitif stafilokok oldugu belirlenmistir. 22 susun: 16 tanesinin otitis eksternali kopeklerin
kulaklarina, alt1 tanesinin ise saglikli olanlara ait oldugu tespit edilmistir. Calismaya dahil
edilen 22 koagulaz pozitif stafilokok susun, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigiyle
nuc genleri belirlenmis ve suslarin bes tanesinin S. intermedius oldugu genotipik olarak
dogrulanmustir. Sonrasinda, bu suslarda eksfoliatif toksinini kodlayan siet geni PZR teknigiyle
bes ornekte belirlenmistir. siet geni: 16 otitis eksternali kopekten izole edilen suslarin dort
tanesinde bulunurken, alti saglikli kopekten izole edilen suslarda ise bir tanesinde

saptanmistir.

Sonug olarak; kopeklerden izole edilen suslarda eksfoliatif toksini kodlayan siet
geninin saptanmasi, S. intermedius’un eksfoliatif toksininin kdpeklerde otitis eksternaya yol
actigin1 kanitlamaktadir. Calismada saglikli kopeklere ait bir Sustada siet geni saptanmis
olmasi ise hastaligin asemptomatik seyrinden ileri geldigi diistiniilmektedir. Kopeklerde otitis
cksternaya sebep olan stafilokoklarin ve bu stafilokoklarin virulens 6zelliklerinden siet
geninin hizli ve gilivenilir olarak belirlenmesi, tedavi ve korunma anlaminda hastalikla daha

etkili micadele igin klinik olarak 6nemli bilgiler sunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, Staphylococcus intermedius, eksfoliatif toksin, otitis eksterna
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SUMMARY

Determination of Staphylococcus intermedius’s exfoliative toxin isolated from

healthy dogs and dogs with otitis externa

S. intermedius causing otitis externa include species which are known and frequently
isolated. In addition S. intermedius can be found commensals as in mucous membrane of
mouth, ear, nose, pharynx and anus of healthy dogs and can be isolated from there. Because
of producing toxin and being superantigen, S. intermedius is an important zoonotic feature
bacteria. The most important producing toxin which by S. intermedius is exfoliative toxin
(siet).

Aim of this study was to develop a Polymerase Chain Reaction (PCR) technique for
determinate of siet gene encoding exfoliative toxin in S. intermedius and to compare its
presence ratio between S. intermedius isolates from healthy and dogs with otitis externa. We
used 100 isolates (52 isolates from dogs with otitis externa, 48 isolates from healthy dogs) in
this study. This isolates collected from ears of dogs which different breed, age and sex.
Although 22 isolates (16 isolates dogs with otitis externa, six isolates healthy dogs) were
coagulase positive staphylococci result from phenotypic and biochemical tests, bacterial
growth was observed in 46 isolates of isolated from dogs with otitis externa. nuc genes of this
22 isolates were determinated with PCR technique and five isolates (four isolates from dogs
with otitis externa, one isolates from healthy dogs) of this 22 isolates were genotypically
verified which they are S. intermedius. After that siet gene encoding exfoliative toxin was

determinated with PCR technique in this five isolates.

Consequently, exfoliative toxin of S. intermedius causes otitis externa in dogs has
proven based from determinating siet gene encoding exfoliative toxin in collected isolates
from dogs. The reason for determinating siet gene from one heatlhy dog isolates believed to
be caused by the course of the disease asymptomatic. Rapid and secure detection of
staphylococci causing otitis externa in dogs and their virulence markers like siet gene will
provide important data for clinical practice to manage the disease more effectively by means

of treatment and preventation.

Key Words: Dog, Staphylococcus intermedius, exfoliative toxin, otitis externa
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