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OZET

Subklinik M astitisli Inek Siitlerinden izole Edilen Staphylococcus aureus
Suslarinda M etisilin Direncinin Fenotipik ve Genotipik Arastirilmas

Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) insanlarda hastane ve
toplumsal kaynakli infeksiyonlarin basta gelen nedenlerindendir. Son yillarda farkli
hayvan turlerinde MRSA kaynakli infeksiyonlarin ve kolonizasyonunun bildirilmesi
toplumsal kaynaklt MRSA infeksiyonlardaki artis ile iliskilendirilmektedir. Bu calismada
subklinik inek mastitislerinden izole edilen S aureus suslarinda metisilin direncinin
tespitinde farkli yontemlerin karsilastiriimasi amaglandi. Bu amagla, 148 S. aureus
izolatinda metisilin direnci altin standard olarak kabul edilen PZR ile mecA geninin
gogerilmesi, oksasilin agar tarama testi, oksasilin disk diflizyon testi, sefoksitin disk
difizyon testi ve broth mikrodiltisyon yontemleri ile arastirildi ve sonuclar: karsilastirildh.
Incelenen 148 S. aureus susundan 24 (%16.2)’ i PZR ile metisilin direnci yoniinden pozitif
bulundu. Oksasilin disk diflizyon testi ile 16 (%10.8), sefoksitin disk diflizyon testi ile 15
(%10.1), oksasilin agar tarama testi ile 16 (%10.8) ve broth mikrodillsyon yontemi ile de
18 (%12.2) sus metisiline direngli olarak saptandi. PZR ile mecA negatif bulunan 124
sustan (MSSA) ise oksasilin disk diflizyon ve sefoksitin disk diflizyon testi ile 1'i (%1.6),
broth mikrodilUsyon testi ve oksasilin agar tarama testi ile de 2'si metisiline direncli olarak
saptandi.  Fenotipik yontemlerin sensitivite ve spesifiteleri altin standard olarak kabul
edilen PZR ile mecA geninin belirlenmesi referans alindiginda sirasiyla oksasilin disk
diflizyon testi igin %66.7 ve %99.2, sefoksitin disk diflizyon testi igin %62.5ve %99.2,
oksasilin agar tarama testi icin %66.7 ve %98.4 ve broth mikrodilusyon testi igin ise % 75
ve %98.4 olarak saptand.

Sonu¢ olarak, hayvan orijinli MRSA suslar1 atipik metisilin direng fenotipi
gbgterebileceginden, PZR'in metisilin direncinin belirlenmesinde konvansiyonel fenotipik
testlere gore daha sensitif ve spesifik oldugu gorilmektedir. Ayrica, hayvan orijinli S
aureus suslarinda metisilin direncinin arastirilmasinda yeni metodlarin  uygulanmasi
gereklidir.

Anahtar kelimeler : inek, mastitis, metisilin direnci, Saphyl ococcus aureus



ABSTRACT

Investigation of Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus Strains
| solated from Subclinical Bovine M astitic Milk Samples by Phenotypic
and Genotypic M ethods

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) one of the leading cause of
hospital-acquired (HA) and community-acquired (CA) infections. In recent years, MRSA
infections and colonization in different animal species has been reported, suggesting a
correlation observed increase in the number of CA-MRSA infections. In this study, it was
aimed to compare several methods for the detection of methicillin resistance in S. aureus
isolated from subclinical bovine mastitis. For thisaim, 148 S. aureus strain were screened
for methicillin resistance by a PCR assay, which is accepted as golden standart and specific
for the mecA gene, oxacillin disc diffusion test, cefoxitin disc diffusion test, an oxacillin
agar screen test, broth microdilution test. Of the 148 S, aureus examined, 24 (16.2%) were
found to be MRSA by PCR. Oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc diffusion, oxacillin
agar screen test and broth microdilution method detected methicillin resistantance in 16
(10.8%), 15 (10.1%), 16 (10.8%) and broth microdilution 18 (12.2%), respectively. Of
124 MSSA mecA negative strains, oxacillin disc diffusion and cefoxitin disc diffusion test
1 (1.6%), broth microdilution test and oxacilin agar screen test 2 strains misclassified as
MRSA. When detection of mecA gene by PCR taken as a referance method, sensitivities
and specifities of oxacillin disc diffusion, cefoxitin disc diffusion, oxacillin agar screen test
and broth microdilution method were 66.7-99.2%, 62.5-99.2%, 66.7-98.4% and 75-98.4%,
respectively.

In conclusion, as MRSA of animal origin may display atypical methicillin
resistance, PCR apperars to be more sensitive and spesific for detection of methicillin
resistance according to phenotypic methods. In addition, it is necessary to implement new
methods for screening methicillin resistance in S. aureus from animal origin.

K ey words: Bovine mastitis, methicillin resistance, Saphyl ococcus aureus



1.GIRIS

Staphylococcus aureus tim dinyada onemli ekonomik kayiplara neden olan sigir
mastitislerinin en yaygin etiyolojik nedenidir (Van Duijkeren ve ark. 2004). Mastitislerin
kontrolinde ve tedavisinde antibiyotikler énemli bir yere sahiptir. Ancak, antibiyotiklerin
yaygin ve yanlis kullanimi insan ve hayvanlarda infeksiyona neden olan farkli bakteri
turlerinde diren¢ gelisimine neden olmustur (Hendriksen ve ak. 2008). Betalaktam
antibiyotikler mastitislerin tedavisinde siklikla kullamlimaktadir. Beta-laktam antibiyotiklere
direng; beta-laktamazlarin Uretimi veya dusuk affiniteye sahip penisilin baglayan protein 2a
(PBP2a) sentezi ile gergeklesmektedir.  PBP2a kromozoma mecA geni tarafindan
kodlanmaktadir ve beta-laktamaz direncli penisilinler ile diger beta-laktam antibiyotiklere
direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (Odd ve Maeland 1997). Bu mekanizmalardan
sonuncusu metisilin direnci olarak bilinmekte ve metisiline direncli S. aureus suslari “MRSA”
olarak isimlendirilmektedir (Mandel ve ark. 1995).

Metisilin direnci ilk defa metisilinin kullamma girmesinden kisa bir stire sonra 1960
yilinda Ingiltere’de rapor edilmistir (Jevons 1962). Bu tarihten sonra MRSA suslan
yayilmaya baslamis ve 1970'li yillarda dinya genelinde ciddi nozokomiya infeksiyonlara
neden olmaya baslamistir (Locksley ve ark. 1982). Guniumuizde halen 6nemli bir problem
olmaya devam etmektedir (Mandel ve ark. 1995, Voss ve Doebbeling 1995, Ayliffe 1997).
Etkenin hizli yayiliminda MRSA suslarinin tetrasiklinlere, aminoglikozidlere, makrolidlere,
linkozamidlere ve diger antibiyotiklere karst gosterdigi c¢ogul direncin 6nemli pay:

bulunmaktadir.



Hayvanlarda ilk MRSA izolasyonu mastitisli ineklerin sitlerinden 1972 yilinda
gerceklestirilmistir (Devriese ve Vandame 1972). Bu tarihten itibaren kopek, kedi, sigir,
koyun, tavuk ve at dahil farkli hayvan tirlerinden MRSA izolasyonuna dair calismalar
yayinlanmistir (Devriese ve Hommez 1975, Hartman ve ark. 1997, Tomlin ve ark. 1999, Lee
2003, Goni ve ark. 2004).

S aureus dinyada ve Ulkemizde klinik ve subklinik mastitislerin en 6nemli
nedenlerindendir.  Ozellikle antibiyotiklere cogul direnglilik gosteren stafilokok suslarinin
neden oldugu magtitiderin tedavisinde guclikler ile karsilasilmaktadir (Sutra ve Poutrel 1990,
Vintov ve ark. 2003). Antibiyotiklere direngli suslarin bizzat kendisi veya dirence aracilik
eden genlerinin duyarli suslara aktarilmasi antimikrobiyal ganlarla tedavide basarisizligin
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Goh ve ark. 1992, Kreiswirth ve ark. 1993). Bu
nedenle izole edilen suslarin antibiyotiklere duyarlilik ve direng durumlarimn belirlenmesi
klinik ve ekonomik acidan oldukca 6nemlidir. Ayrica direncli bakterilerin direk temas veya
gidazinciri ile insanlara dabulasabilmes halk saglig: agisindan da blyik 6nem arz etmektedir
(White ve McDermott 2001, L ee 2003).

Metisilin direncinin tespitinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
disk difiizyon yontemlerinden yararlanilmaktadir. Son yillarda oksasilin agar tarama yontemi,
otomatize sistemler ve ticari lateks aglutinasyon (PBP2a nin saptanmasina yonelik) kitleri
atin standart olarak kabul edilen mecA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
saptanmast yontemine alternatif olarak kullaniimaya baslanmistir. Bu yontemlerin metisilin
direncli stafilokok suslarint ortaya koymadaki etkinlikleri arasinda farkliliklar bulunmaktadr.
Bu caismada, Mustafa Kema Universitess Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuvart’ nda S. aureus olarak tammlanms izolatlarda metisilin direncinin mecA geni



referans olarak ainarak; oksasilin ve sefoksitin disk diflizyon testi, oksasilin agar tarama testi

ve mikrodiltsyon yontemi ile arastirilmas: amaclanmustir.



2.GENEL BIiLGIiLER

Mastitis st sigirlarinda sttin nitelik ve niceligini etkileyen ve 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan bir meme hastaligidir (Wilson ve ark. 1997, Jain 1979). Mastitisler
klinik ve subklinik olmak UGzere iki formda gorilmektedir (Bastan 2002). Klinik mastitislerde
yanginin karekteristik belirtileri olan memede kizariklik, agri, sisme, sicaklik artisi, duyarlilik
yanisira ates, halsizlik ve istahsizlik gibi genel hastalik semptomlari da goéruldr. Sitte ise
koku, sulanma, piht1 ve flakon olusumu dikkati ¢eker (Karahan 2005).

Subklinik mastitis, meme dokusunda heniiz 6nemli degisiklikler sekillenmeden
ortaya ¢ikan mastitisin ikinci formudur. Meydana gelen degisikliklerin kolay
farkedilememesi, 6zel yontemler kullanilarak tammlanabilmesi, siit veriminin ve kalitesinin
azalmasi, klinik mastitislere gore daha yuksek oranda gorulmesi nedeniyle st sigircilig
isletmelerinde daha fazla 6neme sahiptir (Bastan 2002).

Mastitisler multifaktoriyel bir etiyolojiye sahiptir ve mastitislerin gelisiminde konak,
cevre ve mikroorganizmalara ait faktorler onemli rol oynamaktadir. Konaga ait faktorler
arasinda yas, 1rk, kalitim, laktasyon donemi ve sayisi, memeye ait dogal savunma faktorleri ve
immun sistemin guct sayilabilir. Cevresel faktorler arasinda ise hava kosullari, mevsim,
beslenme, sagim ve barinak kosullar1 (nem, 1s1, 151k, havalandirma vs) dnemli yere sahiptir
(Arda 1997). Mastitise neden olan mikroorganizmalar ise kontagiyoz (bulasici), cevresd ve
firsat¢1 olmak Uzere U¢ farkli sekilde mastitis olusumuna neden olmaktadir. S. aureus ve
Streptococcus agalactiae kontagiydz mastitisler icinde dnemli bir yere sahiptir. Bu etkenler
sagimcilann elleri ve sagim ekipmanlar: ile bulasmaktadir. Cevresel mastitis etkenleri ise

hayvanlarin bulunduklari ortamda (gaita, su, althk, toprak) fazla miktarda bulunurlar.



Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis cevresel kaynakli
mastitise neden olmaktadir (Bastan 2002, Kiregci 2004). Ancak, dinyada ve Turkiye de S.
aureus mastitisin etiyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Stafilokokkal mastitislerin gortilme
oran yerlesim yerlerine, mevsimsel farkliliklara ve uygulanan mastitis kontrol programlarina

gore %60-80 arasinda degismektedir (Hadimli ve Erganis 2001).

21.Tarihge

Stafilokoklar ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan irin iginde gorilerek
tammlanmis ve ilk defa stafilokok adh 1881 yilinda Iskogyal: bir cerrah olan Alexander
Ongston tarafindan kullanilmistir (Archer 1990). Eski Yunanca da Uzim salkimi anlamina
gelen “staphylus’, bu bakterilerin Ureme esnasinda birbirlerinden ayrilmayarak Uzim
salkimina benzer kiimeler olusturmasindan dolay: kullanilmaktadir. Ancak, stefilokoklarin ilk
defa izole edilmes ve laboratuvar Ozelliklerinin tespit edilmesi 1884 yilinda Rosenbach

tarafindan gerceklestirilmistir (Bilgehan 1993).

2.2.Etiyoloji

Daha onceki yillarda Micrococcaceae familyasinda yer aan stafilokok cinsi, Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisinda Bacilli simifinda Bacillales takiminda
yer amaktadir. Stafilokok cinsi icerisinde yer aan tirler, koagulaz enzimi sentezleme
yeteneklerine gore koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif stafilokoklar
(KNS) olmak Uzere iki ana gruba ayriimaktadir. KPS'lar S aureus, S intermedius ve S.

hyicus turlerini icine amaktadir (Akan 2006).



Stafilokoklar, 0.5-1.5 pum ¢apinda kok sekilli Gram pozitif bakterilerdir. Mikroskop
altinda gogu kez Uzum salkimu seklinde gorullrler. Sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
hareketsizdirler. Birgok turiinde karotenoid karekterinde pigment bulunabilir. Suda erime
Ozelligi olmayan bu pigment S. aureus kolonilerinin altin sarisi renk almasina neden olur.
L aboratuvarda 10-42 °C’ de Ureyebilmelerine ragmen optimum Ureme 1sis1 37 °C*dir. Sporsuz
olmalarina ragmen dis etkilere ve dezenfektanlara kars1 oldukga dayaniklidir. Kulttrlerde +4
°C’'de 2-3 ay, - 20 °C de 3-6 ay kadar canliliklarint muhafaza edebilirler. NaCl’in %9’ luk

konsantrasyonunda tireme 6zelligine sahiptir (Akan 2006).

2.3.Stafilokoklarin hayvanlar da neden oldugu hastahklar
Evcil hayvanlarda stafilokoklar farkli klinik tablolarla karekterize infeksiyonlara
neden olmaktadir. Stafilokok turlerinin farkli hayvan turlerinde neden oldugu hastaliklar

Cizelge 2.1'de sunulmustur.

24.Turkiye' de Staphylococus aureus mastitislerin gor tilme sikhigi

Gelistirilen tim kontrol programlarina ragmen mastitisin eradikasyonu gerek
Turkiye' de gerekse de dinyanin diger Ulkelerinde mimkin olmamistir.  Ancak insdansinin
dusik seviyelere cekilmesi mumkin olmustur. Bunun en Onemli nedeni mastitisin
multifaktoriyel bir yetistricilik hastaligi olmasidir (Erganis ve Ucan 2001). Sigirlardaki
mastitis olgularindan ¢ok farkli tlrden mikroorganizma izole edilmesine ragmen
infeksiyonlarin biyuk kismuindan stefilokoklar izole edilmektedir (Watts 1988). Turkiye de
konu ileilgi yapilan calismalarda da stafilokoklar izole edilen mikroorganizmalarin dnemli bir

kismint olusturmaktadir. Turttoglu ve ark. (1995) Marmara bdlgesinde 1594 mastitisli inek



sitiniin %28.1'inden S. aureus ve %23.1'inden S. epidermidis, Kuyucuoglu ve Ugar (2001)

Afyon ilinde klinik ve subklinik mastitisli 126 inekten alinan 164 sit drneginin %40.1’inden

S aureus, Ergin ve ark. (2004). ise Hatay' da subklinik magtitisli 115 inekten alinan sit

orneklerinin %42.4’ inden KNS ve %25.1'inden de S. aureus izole etmislerdir.

Cizelge 2.1. Patojen stafilokok turlerinin neden oldugu hastaliklar (Quinn ve ark. 1994).

Tar Konak Hastalik
S aureus Sigir Masdtitis: subklinik, kronik, akut, perakut veya
gangrentz
Meme impetigosu
Meme basinda kicuk pustiller
Koyun Mastitis: akut, perakut veya gangrentz
Kene piyemisi
Periorbital ekzama
Stafilokokka dermatitis
Kegi Mastitis: subakut veya perakut
Domuz Mastitis: akut, subakut ve kronik (botriyomikoz)
Nekrotik stafilokokkal endometritis
Meme impetigosu
At Mastitis: akut
Botriyomikoz (kastrasyonu takiben)
Tavsan Y eni doganlarda eksudatif dermatitis
Apse, konjuktivitis, pyemi
Kanatl Bumble-foot
Hindilerde artritis ve septisemi
Omfalitis (nadir)
Kedi, kopek Suppuratif lezyonlar
S aureus subp. | Koyun Kazedz lenfadenitise benzer lezyonlar
anaerobius
S intermedius Kopek, kedi Pyoderma, Pyometra
Otitis externa (diger patojenler ile birlikte)
Solunum yolu, kemik, eklem, yara, g6z kapag1 ve
konjuktivainfeksiyonlari
At, sigir Nadir infeksiyonlar
S hyicus Domuz Eksudatif epidermidis
Septik poliartritis
Sigir Mastitis (nadir)




2.5.Stafilokoklarda virulans faktorleri

Stafilokoklarin neden oldugu mastitislerin patogenezinde etkenin sahip oldugu
virulans faktorleri (toksinler, enzimler, ylzey proteinleri, kapsil ve biofilm) énemli bir yere
sahiptir. Bu faktorler sayesinde etken konak savunma mekanizmalarina direng gostermekte,
memede infeksiyonu baglatmakta ve viicuda invaze ol abilmektedir (Karahan 2005, Zecconi ve
ark. 2006, Melchior ve ark. 2007). Stafilokoklarin patogenezinde rol oynayan baslica virulans

faktorleri sunlardir :

25.1.Hucreduvari

Hucre duvan bakteri hiicresine sekil veren ve hicre i¢i ozmotik basinca karsi
bakterinin parcalanmasini  6nleyen 6nemli bir yapidir.  Hicre duvarmin bilesiminde
peptidoglikan, teikoik asit ve protein A gibi ¢ 6nemli antijenik yapr bulunur. Peptidoglikan
hicre duvarnt kuru agirliginin yarnisim olusturur ve N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-
asetilmuramik asit (NAMA) monomerlerinin 3-1-4 glikozid baglan ile baglanmas: ile
meydana gelir. Ayrica peptidoglikan zincirleri NAMA molekiline baglanmis tetrapeptit
zincirleri arasindaki pentaglisin koprust ile de birbirine ¢apraz olarak baglanmistir (Dehart ve
ark. 1995).

Peptidoglikan tabakasi makrofajlardan sitokin salinimini indikleyerek komplementin
aktivasyonuna ve trombosit agregasyonuna neden olur (Wadvogel ve ark. 2000). Ayrica,
monositlerden interloykin-1 (IL-1) salimmmini uyararak polimorfnikleer 10kositlerin (PNL)
infeksiyon bolgesine toplanmalarina ve apse olusumuna yol acar (Waldvogel ve ark. 2000,

Unal 2004, Lodise ve McKinnon 2005).



Peptidoglikan tabakaya kovaent olarak baglanmis olan teikoik asit hiicre duvarini
olusturan diger onemli bir yamdir. Teikoik asit peptidoglikan tabakaya kovalent olarak
baglanmis fosfat iceren polimerlerdir (Langevelde ve ark. 1998). Telkoik asit, mukozal
yuzeylerdeki 6zgul reseptorler araciligi ile stafilokoklarin adhezyonuna aracilik eder (Lowy
1998, Bannerman 2003). Teikoik asit tek basina zayif immunojen 6zellik gostermesine
ragmen peptidoglikan ile birlikte bulundugunda komplement aktivasyonu, yang: hiicrelerinin
kemotaksisinin inhibisyonu ve antikor sentezinin uyarim gibi virulansa yonelik 6nemli
biyolojik aktivitelere sahiptir (Koneman 1997).

Stafilokoklarin virulansinda 6nemli bir yapi olan ve peptidoglikan tabakasinin dis
yuzeyinde bulunan protein A, 1gG nin Fc bolgesine baglanma 6zelligine sahiptir (Koneman
1997). Protein A, opsonizasyon ve fagositozu engelleyerek komplementin aktivasyonuna
neden olur (Bilgehan 1993). S. aureus suslarinin bir kisminin sahip oldugu kapsul ise, etkenin
hicrelere adhezyonuna yardimct olan aym zamanda bakteriyi fagositozdan koruyan
ekzopolisakkarit bir yapidir (Koneman 1997).

25.2.Enzimler

2521 Katalaz

Katalaz, stafilokoklar igin toksik etkili olan hidrojen peroksidi (H20-) oksijen (O) ve
suya (H,O) ayiran bir enzimdir. Katalaz enzimi fagositozu takiben fagositik hiicreler
tarafindan olusturulan miyeloperoksidaz ve serbest radikaleri inaktive eder (Akain ve ark.
1987).

25.2.2.Koagulaz

Stafilokoklar tarafindan ekstrasellller olarak sagilanan koagilaz enzimi fibrinojeni

fibrine gevirme 6zelliginde olan protrombin benzeri aktiviteye sahip bir enzimdir. Bu enzim



infeksiyon sirasinda in vivo fibrin bir bariyer olusturarak bakteriyi fagositozdan korur ve
invazyon yeteneklerinin artmasini saglar (Akalin ve ark. 1987).

Koagulaz, serbest ve bagli koagllaz (clumping factor) olmak Uzere iki farkli formda
bulunur. Bunlar hem immunolojik hem de etki mekanizmalar1 yonunden birbirlerinden
farkhdirlar. Serbest koagulaz protein yapida olup fibrinojenin fibrine donismes ile plazmanin
pihtilasmasina yol acar. Baglh koagilaz ise bakteriyel hicre duvarina bagli halde bulunup,
ortamda serbest olarak bulunmaz. Bu yap1 plazmadaki fibrinojene dogrudan baglanarak,
fibrinojenin fibrine dontsumu ile hiicre yizeyinde fibrin iplikgikleri olusumuna ve bakterilerin
g0zle gorunur kimeler olusturmasina neden olur (Baron ve ark. 1994).

2.5.2.3 Hyaluronidaz

S. aureus suslarinin %90"1minda bulunan bir enzimdir. Bag dokusunun yapisinda
bulunan hyaluronik asitin par¢galanmasini ve stafilokoklarin bakterinin doku igerisinde
yayilmasin saglar (Koneman 1997).

25.2AFibrinolizin

Dokularda fibrin kimelerini pargalayarak infeksiyonun gevre dokulara yayilmasin
saglar (Koneman 1997).

25.25Lipaz

Deri ve deri ati dokulardaki lipitleri parcalayarak bakterilerin lipid yoninden zengin
olan bolgelerde yasamasina olanak saglar (Koneman 1997).

2.5.2.6.Deoksiribonikleaz (DNaz)

KPSlerin ¢ogu tarafindan olusturulan bir enzimdir. DNA omurgasindaki

fosfodiester baglarim hidrolize ederek S. aureus un invazyon yetenegini artirir (Arda 2000).
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2.5.2.7 Penisilinaz ( beta-laktamaz)

Beta-laktamazlar, antibiyotiklerin beta-laktam halkasim hidrolize ederek, antibiyotik
etkinligini gideren ve diren¢ gelismesine neden olan enzimlerdir. Betalaktamaz enzimi,
blyUk bir plazmid tizerinde yer alan blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir (Fudave ark. 2005).

S aureus'un beta-laktamazi penisilinaz niteliginde olup bakterinin metisilin ve
oksasilin gibi penisilinaza direncli penisilinler digindaki ttim penisilin turevlerine kars: direng
kazanmasina yol acar (Jawetz ve ark. 1995, Koneman 1997). Cok genis bir enzim grubu olan
beta-laktamazlar molekul yapilarina ve islevsel 6zelliklerine gore simflandirilmaktadir. Beta-
laktamazlarda 4 farkli molekuler sinif (A, B, C, D) tammlanmugtir. Stafilokoklarin sentezledigi

beta-laktamazlar A sinifinda yer almaktadhr (Ozmen 2001).

2.5.3.Ekzotoksinler

Stafilokoklar sivi besiyerlerinde Uretildiklerinde kultar filtratlarinda ekzotoksin
Ozelliginde maddeler sentezler. Bu maddelerin eritrosit ve gesitli hiicreler Uzerinde sitolitik,
deney hayvanlarinda ise nekrotik ve letal etkilerinin oldugu saptanmistir (Koneman 1997,
Akan 2006). Bunlar;

25.3.1.Hemolizin

S. aureus suslarinda dort tip hemolizin tanimlanmustr.

a)Alfatoksin: Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik 6zellikleri olan bir nérotoksindir.
Kanl1 agarda ureyen S. aureus kolonilerinin etrafinda eritrositlerin tam lizisi sonucu olusan
hemoliz zonundan sorumludur (Koneman 1997).

b)Beta toksin: Birgok hiicre tipi Uzerine sitotoksik ¢zellikte olan bir

sfingomiyelinazadir. insan, koyun ve tavsan eritrositleri tizerine hemolitik etkisi vardir (Dinges
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ve ark. 2000). B grubu streptokoklar tarafindan olusturulan CAMP faktora ile birlikte
sinerjistik hemolizden sorumludurlar (Koneman 1997).

c)Gama toksin: Insan, koyun ve tavsan eritrositleri bu toksine duyarli, at eritrositleri
direncli bulunmustur. Etki mekanizmasi bilinmemektedir (Dinges ve ark. 2000).

d)Deltatoksin: Eritrosit, [6kosit ve trombositler Gizerinde deterjanlara benzer bir etki
ile hiucre membranlarinda hasara neden olur. Alfa ve beta toksinlerden farkli olarak
immunolojik aktiviteye sahip degildirler (Dinges ve ark. 2000).

25.3.2.Ldkosidin

Hem PNL’ler hem de makrofgjlar Uzerine sitolitik etkiye sahiptir. Bu hlcreler
tarafindan yuritulen fagositoz olayim engelleyerek virulansa katki saglar (Fox ve ark. 1991).
Toksinin birbiriyle snerjistik etki yapan, S (slow) ve F (fast) olarak adlandirilan iki
komponenti vardir. Toksin hiicre zarinda porlar agarak permeabilitenin bozulmasina neden
olur (Koneman 1997).

25.3.3.Toksk Sok Sendrom Toksin-1 (T SST-1)

Stafilokokka enterotoksin F olarakta bilinen bu toksin insanlarda toksik sok
sendromuna yol agmaktadir. Toksinin sentezi bakteriyofa) kaynaklidir (Koneman 1997).
Insanlarda ates, hipotansiyon, kusma, bas agrisi, bobrek yetmezligi ve isiime ile karakterize
klinik tabloya neden olur. Toksin ¢ok genis bir biyolojik aktiviteye sahip olmakla birlikte,
TSST-1'in hastalik olusumundaki rolti tam olarak belli degildir. Stafilokokka enterotoksinler
ile (SE) birlikte superantijen aktivitesine sahiptir. Yardimci T lenfositlerini uyararak asir

sitokin salimminave toksik sok tablosuna neden olmaktadir (Dinges ve ark. 2000).

12



2.5.34 Eksfoliyatif Toksin (ET)

Bazi S aureus suslan tarafindan sentezlenen ETA ve ETB olarak adlandirlan
immunolojik olarak farkli iki tipi bulunmaktadir. ETA ve ETB aym biyolojik aktiviteye ve
yuksek oranda genetik yakinliga ragmen; ETA kromozomal ETB ise plazmid Uzerinde yer
alan genler tarafindan kodlanmaktadir. Her iki toksin insanlarda vezikiler ve eksfoliyatif deri
lezyonlarindan sorumludur (Marrack ve Kappler 1990, Johnson ve ark. 1991).

2.5.35.Stafilokokkal Enterotoksin (SE)’ ler

S. aureus suslar tarafindan olusturulan, suda erime 6zelligine sahip, termostabil (100
°C’'de 30 dk) superantijen Ozelliginde maddelerdir. Ozellikle yilksek CO.'li ortamlarda,
karbonhidrat ve proteinden zengin besiyerlerinde Ureyen stafilokoklar tarafindan
sentezlenirler. Insanlarda kisa inkibasyon siresini (2-6 saat) takiben ortaya ¢ikan bulanti,
kusma, karin agrisi ve diyare gibi klinik semptomlarla karekterize gida zehirlenmesine neden
olur (Erol ve iseri 2004). Onceleri antijenik 6zelliklerine gore birbirinden ayrilan klasik 5 SE
(SEA-SEE) tipine ilave olarak guinimuizde 14 yeni SE tipi (SEG to SER, SEU and SEV) daha

bildirilmistir (Wang ve ark. 2009).

2.5.4.Antifagositik Maddeler

2.5.4.1.Biyofilm
Biyofilm bakterilerin canli ve cansiz yuzeylere lokalize olmasint saglayan bir

maddedir (Demir 2008). Konak immun sistemin ve antibiyotiklerin etkinligini bozmak
auretiyle infeksiyonun persiste olmasina yardimci olur.  Biyofilm iginde Ureyebilen
bakterilerin neden oldugu mastitis vakalarinin yaygin olarak kullamlan antibiyotiklere daha az

oranda duyarli oldugu gosterilmistir (Melchior ve ark. 2007).
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2.5.5. Stafilokoklarda Metisilin Direnci

Penisilinin kesfini takiben 1940’ |1 yillarda kullamima girmesiyle stafilokoklarin neden
oldugu infeksiyonlarin mortalite oranlarinda onemli dusUsler gbzlenmistir. Ancak kisa slirede
1944 yilinda beta-laktamaz Uretimine bagli ilk penisilin direnci bildirilmistir. Benzer sekilde
aternatif olarak kullanilan tetrasiklin, makrolid, silfonamid gibi ilaclara da direng gelisimi
bildirilmistir (Sevgican 2006).

Penisilinaza bagli olarak gelisen bu direng sorununu c¢ozmek amaciyla
benzilpenisilindeki fenoksi grubunun yerine metoksi grubunun eklenmesiyle 1959 yilinda
metisilin elde edilmistir. Klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra ingiltere’de 1961
yilinda metisiline direngli ilk S. aureus (MRSA) izole edilmistir. Bu tarihten sonra dunyanin
bircok Ulkesinde MRSA kaynakl: infeksiyonlar artan oranda goriilmeye baslamistir (Sevgican
2006).

Metisilin direncinden sorumlu mekanizmalar; mecA geninin kodladigi PBP2a yapim,
PBP'lerin beta-laktam antibiyotiklere affinitesinde azalma ve beta-laktamazlarin asir1 Uretimi
seklinde ozetlenebilir (Fluit ve ark. 2001). Bu mekanizmaar igerisinde en sik goruleni,
stafilokoklarin yeni bir penisilin baglayan protein (PBP) kazanmalar: ile olugan direnctir. Bu
mekanizma nedeniyle direncli olan stafilokoklarda, metisiline duyarl1 olanlardan farkl: olarak
yeni bir PBP mevcuttur. Metisilin direncinin olusmasindan sorumlu olan, mecA gen
kompleksi tarafindan kodlanan PBP2a adi verilen, 78 kDa molekil agirligindaki bu enzimin
beta-laktam antibiyotiklere affinitesi diger PBP’ lerden daha distktir. Dolayisiyla beta-laktam
antibiyotiklerin varliginda diger PBP'ler inhibe olurken, bu enzimin affinitesi disuk oldugu
icin betalaktam antibiyotiklere baglanamaz ve fonksiyonunu sirdirmeye devam eder.

PBP2a, ortamda beta-laktam antibiyotik olsa da olmasa da sentezlenir ancak ortamda

14



antibiyotik yoksa fonksiyon gostermez. PBP2a metisiline direngli tim KPS ve KNS
izolatlarinda gosterilmistir.  Metisiline duyarl1 stafilokoklarda ise yoktur (Unal 1996).

Transdiksiyon ile bu genetik bilgi direncli suslardan duyarl suslara aktarilabilmektedir

2.7. Staphylococcal Cassette Chromosome (SSCmec)

Metisilin direncinden sorumlu olan mecA geni stafilokok ttrlerinde staphylococcal
cassette chromosome (SCCmec) olarak adlandinlan hareketli bir genetik eement Gzerinde
bulunmaktadir. SCCmec metisiline direncten sorumlu mec ve bakteriyel genom Uzerinde yer
degistirmeden sorumlu ccr kompleksnden olusmaktadir. GunUmizde tanimlanan
SCCmec'nin 5 tipi (I, I, 1, 1V ve V) bulunmaktadir (Martins ve Cunha 2007) (Sekil 2.1). ccr
gen kompleksinin ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 ve ccrC olarak isimlendirilen 5 allotipi,
mecA gene kompleksininise A, B, C, D, E olarak tanimlanan 5 tipi vardir (Sekil 2.2) (Hanssen
ve Sollid 2005).

Ik i SCCmec tipi detayl: olarak Ito ve ark. (2001) tarafindan tammlanmustir. Aym
arastincilar 2004 yilinda SCCmec tip V'i rapor etmislerdir. Daha ¢ok toplumsal kaynakl:
MRSA suslarinda bulunan SCCmec tip IV ise Ma ve ark. (2007) tarafindan tammlanmustir.
SCCmec |, 1l ve Il baslica nozokomiyal infeksiyonlara neden olur ve tip 1V ile V'ten daha
buyUktir. SCCmec tip | 34 364 bp biytkltginde olup bu ¢ tipin en kicugudir ve metislin
veya agir metallerin disinda diger antibiyotiklere dirence neden olan trangpozon veya plazmid
tasir. SCCmec tip IA olarak bilinen dt tipi, tip I’den kasete integre pUB110 plazmidinin
varligi ile ayrlir (Martins ve Cunha 2007).

SCCmec tip Il 53 017 bp buyudkltgtnde olup metisilin direncine neden olan mecA ve

mecRI genlerine ilave olarak, eritromisin ve streptomisin direncine neden olan Tn554
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transpozonunu yapisinda bulundurur. Tip 1A olarak adlandirilan ve tip 1I’den 40 bp daha
buyUk bir at tipi bulunmaktadir.

SCCmec tip 111, 5 SCCmec tipinin en buyugudir (66 896 bp). Yapisinda mecA ve
mecRI genlerini, Tn554 ve WTn554 transpozoonlarint ve pT181 plazmidini tasir. ¥YTn554
kadmiyuma ve pT181 plazmidi tetrasiklin ve civaya direngten sorumludur. Bu kaset tipinin
1A ve IlIB olarak ifade edilen iki at tipi vardir. Alt tip 1A pT181 plazmidini veya 1S431
elementini icermezken, at tip 111B pT181 ve Tn554'ten yoksundur.

SCCmec tip IV gendllikle toplumsal kaynakli infeksiyonlardan sorumludur. Bu
element kiguktur ve mecA disinda direng geni tasimaz. Ayrica bu kaset tipinin ¢ok sayida alt
tipi (IVA, IVB, IVC ve IVD) bulunmaktadir. Bu alt tipler ccr kompleksinin L-C bolgesi
olarak bilinen sekanslarinda farkliliga sahiptir.

En son olarak belirlenen SCCmec tip V bir Avustralya izolatinda identifiye edilmistir
(Ito ve ark. 2004). Tip V'in buyukltugl 27 624 bp olup, tip 1V 'ten daha buyuk, fakat diger
tiplerden ise daha kiguktir (Martins ve Cunha 2007).

Gunumtzde bircok arastirici tarafindan metisilin direncli  stafilokok suslarinda
SCCmec tipi ve dt tiplerini belirlemeye yonelik multipleks PZR yontemleri gelistirilmistir

(Oliveirave de Lencastre 2002, Zhang ve ark. 2005, Kondo ve ark. 2007).
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Sekil 2.2. Stafilokoklarda mec gene kompleksleri (Hanssen ve Sollid 2006).

2.8. Hayvanlarda Metisilin Direnci

S, aureus'un sigirlarda mastitisin 6nemli nedenlerinden biri oldugu ve yaygin
antibiyotik kullamimi dikkate alindigindailk MRSA izolasyonunun 1972 yilinda mastitisli inek
sitiinden izole edilmes sasirtici olmamustir (Leonard ve Markey 2008). Bu tarihten itibaren
farkli evcil hayvan tirlerinde; mastitisli sitcli sigirlarda (Lee 2003, Sareyyupoglu ve ark.
2006, Moon ve ark. 2007, Turutoglu ve ark. 2009, Turkyilmaz ve ark. 2009), pet

hayvanlarinda (Strommenger ve ark. 2003, O'Mahony ve ark. 2005, Loeffler ve ark. 2005,
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Baptiste ve ark. 2005, Bagcigil ve ark. 2006) ve atlarda (Y asuda ve ark. 2000, Weese ve ark.
2005, Busscher ve ark. 2006) metisilin direncli S. aureus ve KNS tasiyiciligr ile neden oldugu
infeksiyonlar artan oranda bildirilmektedir. Hayvanlarda metisilin direncli stafilokoklarin
kolonizasyonunun ve infeksiyona neden oldugunun anlasiimasi konu tzerine olan ilginin ve
caligmalarin artmasina neden olmustur. Bu durum insanlarda toplumsal kaynaklt MRSA
infeksiyonlarinda gozlenen artis ile de iliskilendirilmektedir. Nitekim hayvanlardan ve bunlar
ile temasta olan insanlardan aym MRSA klonlarinin izole edilmesi, insan ve hayvanlar
arasinda bulasmanin oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Weese ve ark. 2003,
Lee 2003, O'Mahony ve ark. 2005, Strommenger ve ark. 2006, Juhasz-Kaszanyitzky ve ark.

2007).

2.9.Direnc fenotipini belirleyen faktorler

29.1.0c Faktorler :

Metisilin direnci mecA geninin disinda baska genler ve faktorlerce dizenlenir. Bu
nedenle mecA geni tasidigi halde metisiline degisik dizeylerde direncli ve hatta duyarl:
stafilokok suslart bulunabilmektedir. Diger bir ifade ile mecA geninin varligr metisilin direnci
icin mutlaka gerekli ancak yeterli degildir. mec (mecl ve mecR1) ve blaZ (blal ve blaR1)
regulator genleri ile fem (factor essentia for methicillin resistance; metisilin direnci igin
gerekli faktor) metisilin direnci icin gerekli faktorlerdir. PBP2a sentezine yol agan mecA
geninin ekspresyonu mecl ve mecR1 genleri tarafindan regule edilmektedir. mecl mecA
geninin ekspresyonunu baskilayici, mecR1 ise destekleyici yonde etkiye sahiptir (Una 1996,
Nimeyer ve ark. 1996). Bu genlerdeki yapisal degisiklikler fonksiyonel mec kompleksi

bulunsa da stafilokok suslarinda PBP2a sentezinin az veya hi¢ olmamasina yol agar. mecA
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promotor bolgesindeki mutasyonlar represbriin operatére baglanmasini olumsuz yonde
etkileyerek veya eksprese edilen proteini etkisiz kilan yapisal gen mutasyonlar: duyarl: fenotip
olusmasina neden olabilir (Chambers 1997).

Stafilokokka beta-laktamaz plazmidi metisilin direncini farkli mekanizmalarla
etkileyebilir. Beta-laktamaz plazmidinin homojen direng fenotipine sahip bir bakteriye girisi
heterojen direng fenotipine yol acar. blaRI’in inaktivasyonu, blal’in represor aktivitesinin
baskinlasmasina ve heterojen direng olusumuna neden olur (Nimeyer ve ark. 1996).

fem faktorleri de metisilin direncinin tam olarak ortaya ¢ikmasi igin gerekli mec disi
faktorlerdir. Hem duyarli hem de direncli stafilokoklarda bulunur. Stafilokok genomunun
farkli bolgelerine dagilmis durumda 6 fem (femA, femB, femC, femD, femE, ve femF) geni
tammmlanmistir. Bunlardan femE’ nin fonksiyonu bilinmemektedir. femAB operonu pentaglisin
interpeptid kdprasinin formasyonu igin gerekli 40 kDa agirliginda iki protein kodlar. femB
dorduncl ve besinci glisinleri zincire ilave ederken femA ikinci ve tglincu glisinleri zincire
ilave eder. Bu genlerin fonksiyonlarimin engellenmes direncin seviyesini hemen hemen
duyarli seviyesine indirir. PBP2a ve diger PBP lerin Uretimi etkilenmez. femC mutantlarimn
ekspresyonu femAB mutasyonlarinin aksine heterojen direng fenotipinin ekspresyonuna neden
olur, cogu direncli hucrelerin direng seviyesini etkilemez. femD’nin inaktivasyonu htcre
duvarindan pentepeptid disakkaritin kaybolmasi ile sonuglanir. femF mutasyonlan ile
heterojen diren¢ fenotipinin olusumu ile sonuglanir. femF’in inaktivasyonu lizin eklenmesi

basamaginda peptidoglikan prekiirsdr sentezinin blokajina neden olur (Chambers 1997).
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Yukarida bahsedilen faktorlerin disinda, ¢ok sayida stefilokokkal virulens
faktorlerinin ve ekzoproteinlerinin ekspresyonunun kontrollinden sorumlu olan agr (accessory
gene regulator) ve sar (staphylococca accessory regulator) lokuslart da metisilin direng
fenotipi Uzerine etkili olabilmektedir. Heterojen direng fenotipi gosteren suslarda her iki
lokustaki inaktivasyonlarin yiksek direngli bakterilerin sayisinda azalma ile sonuglandigi

bildirilmistir (Chambers 1997).

2.9.2.D1s Faktorler

Tuz konsantrasyonu, pH, besiyeri kompozisyonu, ozmolarite ve 1s1 metisilin direnci
Uzerine etkili olan baslica faktorlerdir. Bunlardan tuz konsantrasyonu (% 2) ve dusik 1silarda
inkubasyon (30-35 °C) heterojen metisilin direnci gosteren suslarin tespitinde laboratuvarlarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Chambers 1997, Berger-Bachi ve Rohrer 2002).

2.10.Metisilin Direncinin Tespiti

Metisilin direncini tespit etmek icin yaygin olarak kullamlan testler kaltar
kosullarinin modifiye edilmesi esasina dayanmaktadir. Bunlar; oksasilin kullamlmasi, 35 °C
yerine 30 °C'de ve 24 saat yerine 16-18 saat inkubasyonu icermektedir. Metisilin veya
oksasilin yerine diger antibiyotiklerin (sefalosporinler, imipenem gibi) duyarlilik testlerinde
kullamimasi glvenilir sonuglar vermemektedir. Ancak metisilin direncinin heterojen yapisi
duyarlilik testlerinin dogrulugunu simirlandirmaktadir.  mecA geninin PZR ile belirlenmesi
heterojen suslart bile dogru olarak identifiye etmesi nedeniyle atin standart olarak kabul

edilmektedir (Chambers 1997).
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Fenotipik olarak direncli ancak mecA geni yonunden negatif suslarda oksasilin
minimal inhibitdr konsantrasyon degerleri genellikle <16 pg/ml olup; bu suslara kars1 beta-

laktam antibiyotikler etkili oldugundan klinik 6nemleri bulunmamaktadir (Chambers 1997).

2.11.Homojen direng

Kultirdeki koloniyi olusturan bakterilerin tamam: mecA genini tasirlar ve bu direng
geni tamaminda eksprese olur. Oksasilin MIK degerleri 400 mg/L ve Uizerinde olup yiiksek
duzeyde dirence neden olur. Genellikle izole edilen stafilokoklarin az bir boliminde
rastlanan diren¢c sekli olup, bu direncin sgptanmasi Uzerine ortamin pH’1, 1S, tuz
konsantrasyonu ve inkibasyon siresi gibi cevresel faktorlerinin etkisi yoktur (Resende ve

Figueriedo 1997).

2.12.Heterojen direng

Heterojen direng, klinikte stafilokok suslarinda daha sik karsilasilan ve direng
olusumunun gevre kosullarindan etkilenmesi nedeniyle sgptanmasi gui¢ olan bir direng turudur.
Heterojen metisilin direnci yapisal bir 6zellik olmakla birlikte, kultir ortami ve beta-laktam
antibiyotiklerin kullammina bagli olarak direng seviyesi degisir. Kromozomal olarak mecA
geni tastyan ve metisiline direncli olan suslarin bazilarinda fenotipik olarak metisiline duyarli
bir alt populasyonun bulunmasiyla karekterizedir. mecA'nin ekspresyon seviyesine gore
bunlara heterorezistan suslar da denilmektedir. Heterojen direncin PBP 2a nin fonksiyonunda
Onemli olan hiicre duvar1 sentezindeki biyokimyasal yolaktaki bir faktorin azligi velveya

eksikliginden veya kritik bir noktadaki modifikasyondan kaynaklanmasi ile agiklanmaktadir
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(Chambers 1997). Heterojen direncte 10*-10° bakteriden birinde direnc saptanmaktadir ve bu
direng de U¢ gruba ayrilmaktadir (Resende ve Figueriedo 1997).

Sinif | heterojen direng: 107-10° bakteriden biri direncli olup metisilin MiK degeri
1,5-3 pg/ml diizeyindedir.

Sinif 11 heterojen direng: 10>-10° bakteriden biri direncli olup metisilin MiK
degeri 6-12 pg/ml diizeyindedir.

Sinif 111 heterojen direng: 10%-10° bakteriden biri direncli olup metisilin MiK

degeri 50-200 pg/ml diizeyindedir.

2.13.Metisilin Fenotipinin Belirlenmesinde K ullanilan Y 6ntemler

Metisilin direng fenotipinin belirlenmesinde kullanilan yontemler sunlardhr :

2.13.1.Disk diflizyon yontemi

Oksasilin disk diftizyon yontemi metisilin direncinin belirlenmesinde kullanilan
duyarlilig1 az olan bir metoddur. Diger metodlarla karsilastirildiginda daha disiik spesifiteye
(ortalama % 80) sahiptir. Bu amagla %2 oraninda NaCl ilave edilmis Mueller Hinton agar
(MHA) plaklarimin yiizeyine bakterinin standart slispansiyonu yayildiktan sonra oksasilin (1
ug) veya metisilin (5 pg) diski yerlestirilir. Inkiibasyon siresi sonunda disk gevresindeki
inhibisyon alammin ¢gpr Olgllerek degerlendirilir (Chambers 1997, Cengiz 1999, Gulay 1999,
Jorgense ve Turnidge 2003).

2.13.2.Sulandirim (dilusyon) yontemleri

Sivi ve kat1 besiyerlerinde uygulanabilen sulandirim yontemleri in vitro duyarlilik

testleri arasinda "altin standard" olarak kabul edilmektedir (Cengiz 1999, Gulay 1999,
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Jorgense ve Turnidge 2003). Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2006)
standartlarina gore sivi dilisyon yontemi % 2 oraminda NaCl ilave edilmis Mueler Hinton
Broth (MHB)'da antibiyotigin iki katli diliisyonlarinin  yapilmasini, 5x10°  cfu/ml
yogunlugunda inokulum kullanilmasini ve 35 °C'de 24 saat inkibasyonu, agar dilusyon
testinde ise antibiyotigin dilisyonlarinin % 2 oraminda NaCl iceren MHA plaklarinda
yapilmasint ve aynt inkibasyon kosullarini 6nermektedir. Her iki yontem benzer sonuclar
vermektedir.

2.13.3.0ksasilin Agar Tarama Testi

Bu yontemin duyarliligi metisilin direncli S. aureus suslarini saptamada % 100’e,
KNS suslarint saptamada ise % 95’e yaklasan bir sensitiviteye sahiptir. Metisiline direncli
KNS larin tespit oramim artirmak igin 48 saat inkibasyon tavsiye edilmektedir (Chambers
1997). Agar tarama testi, test mikroorganizmasinin %4 NaCl ve 6 pg/ml oksasilin eklenmis
MHA plaklarina 10* cfu yogunlugunda ekilmesini ve 35 °C’de 24 saat inkiibasyonu seklinde
yapiimaktadir. Tek bir koloninin bile Gremesi direncin gosterges olarak kabul edilmektedir
(CLSI 2006).

2.13.4.Epsilometrik yontem (E test)

Bu yontemde, diflizyon temeline dayanan diskler yerine plastik stripler kullanilarak
bir antibiyotigin MIK degerinin hesgplanmasi amaglanmaktadir.  Stripin bir yiiziinde
antibiyotigin belirli ve stirekli bir konsantrasyon degisimi olacak sekilde ve kurutulmus olarak
diger yuziunde antimikrobiya agamn stripin ucundan olan uzakligina karsilik gelen
konsantrasyonlar1 bir cetvel gibi sirdanmis olarak yer alir. Standart bakteri siispansiyonu

MHA gibi kat1 bir besiyeri tizerine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir. inkibasyon siiresi
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sonunda, elips seklindeki inhibisyon zonunun stribi kestigi  konsantrasyon MIK  olarak
belirlenir (Cengiz 1999, Giilay 1999).

2.13.5.PBP2a L ateks Aglutinasyon T esti

PBP2a'ya kars: elde edilen monoklonal antikorlarla kaplanmis lateks partikullerinin
aglltinasyonu esasina dayanir. S, aureus igin sensitivitesi ve spesifites yuksek ve 10 dakika
gibi kisabir stirede sonug veren bir testtir (Louie ve ark. 2000, Griethuysen ve ark. 1999).

2.13.6.0tomatize Sistemler

Vitek/Vitek2 (bioMérieux), Phoenix (Becton Dickinson) ve Microscan (Dade
Behring) gibi otomatize sistemlerin metisilin direncinin belirlenmesinde guvenilir oldugu
fakat az oranda yanlis sonuglar verdigi (cogunluklayanlis pozitif) bildirilmistir (Brown ve ark.

2005).

2.13.7.Genotipik Yontemler

Metisilin direncinin heterojen ekspresyonundan dolay: direncli suslari fenotipik
yontemlerle her zaman dogru olarak tammlamak mimkin olmamaktadir. Bu nedenle
stafilokoklarda metisiline direngten sorumlu mecA geninin PZR ile tespiti atin standart olarak
kabul edilmektedir. Bu yontem direngli suslarin kisa siirede ve dogru olarak sgptanmasina
tasiyicilarin tanimlanmasina ve sagaltimina olanak saglamaktadir (Gulay 1999).

Bu calismada, subklinik inek mastitislerinden izole edilen S. aureus turlerinde
metisilin direncinin genotipik ve farkli fenotipik yontemler kullamlarak arastiriimasi, atin
standart olarak kabul edilen PZR teknigi esas ainarak fenotipik testlerin spesifite, sensitivite,

pozitif ve negatif yorumlama guicti degerlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Bakteri Suslari
Mustafa Kema Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 kiltiir
kolleksiyonundan segilen ve subklinik inek mastitislerinden izole edilen 148 S. aureus susu

caligmamn materyalini olusturdu.

3.2.Antibiyotik Duyar ik Testleri
Antibiyotik duyarlilik testi CLSI (2006) oOnerileri dogrultusunda yapildi ve

degerlendirildi.

3.2.1.Disk Diftizyon Y ontemi

S aureus suslarimin % 5 defibrine koyun kanli agardaki (Merck, Germany)
kiltarlerinden McFarland 0.5 yogunlugunda % 0.9'luk fizyolojik tuzlu su iginde
sispansiyonlart yapildi. Bu slispansiyondan steril bir svab yardimi ile %2 oramnda NaCl
iceren MHA (Merck, Germany) besyeri ylzeyine yayildi. Besiyeri yuzeyi kuruduktan sonra
Uzerine oksasilin (1 pg) (Oxoid, England) ve sefoksitin (30 pg) (Oxoid, England) diskleri
yerlestirilerek 35 °C’de 24 saat inkube edildi. Sire sonunda her iki antibiyotige ait zon ¢aplar
olculerek sonuglar degerlendirildi. Inhibisyon zon c¢apr <10 mm olan izolatlar oksasiline
direncli, 11-12 mm olanlar orta duyarli, >13 mm olanlar ise duyarli kabul edildi. Sefokstin
disk diflizyon testinde ise zon ¢ap1 S. aureusicin < 21 mm olan izolatlar sefoksitine direngli,

>22 mm olanlar ise duyarl: olarak kabul edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Oksasilin disk difiizyon testi MRSA b)MSSA

3.2.2.0ksasilin Agar Tarama Y 6ntemi

Test onerileri dogrultusunda % 4 NaCl eklenmis ve ml’de 6 pg/ml oksasilin (Sigma-
Aldrich, USA) iceren MHA’da yapildi. MHA’a% 4 NaCl ilave edilip 121 °C’'de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 50 °C’ye sogutuldu ve steril sartlarda 6 pg/ml olacak sekilde oksasilin
eklenerek agar kainligi 4 mm olacak sekilde 90 mm c¢apinda petrilere dokuldi. Stafilokok
suslarimin - kanli  agardaki  kdlturlerinden  fizyolojik tuzlu su igcinde McFarland 0.5
yogunlugunda siispansiyonlar: hazirlandi. Stispansiyonadadirillan steril svab yardimu ile fazla
sivi kismu tlpun i¢ cidarina bastinlarak uzaklastirildiktan sonra besiyeri Gzerinde 10-15 mm
capindaki bir adana sirmek suretiyle ekildi ve 35 °C'de 24 saat inkibe edildi. Tek bir

koloninin dahi gorilmesi oksasiline direncli olarak kabul edildi.
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3.2.3.Mikrodiltisyon Y 6ntemi:

Mikrodiltsyon yontemi U tabanli steril mikropleytlerde %2 NaCl ve oksaslinin
degisik konsantrasyonlarim (0.125-512 pg/ml) iceren MHB (Merck, Germany) kullanilarak
yapildi. S aureus icin oksasilin MiK degeri >4 ug/ml olan suslar direncli kabul edildi (CLSI

2006). Oksasilin dilusyonu yapilirken asagidaki formal kullanildi.

Volum (ml) x Konsantrasyon (pug/ml)

Agirlik (mg) =
Antibiyotik potensi (pg/ml)

Potensi %95 olan oksasilinden 52.6 mg tartilip 5 ml %2 oraminda NaCl iceren MHB
besiyerinde ¢cozdurtlerek 1000 pg/ml stok antibiyotik solusyonu elde edildi. Bu sollisyondan
512 pg/ml antibiyotik soltisyonu hazirlamak icin stoktan 512 pl alinarak tzerine 488 pl %2
oraninda NaCl iceren MHB besiyeri eklendi. Daha sonta mikropleytin tum gozlerine 100 pl
%2 oraninda NaCl iceren MHB besiyeri eklendi. Daha sonra mikropleytin ilk kuyucuklarina
512 pg/ml oksasilin igeren antibiyotik sollisyonundan 100 pl ilave edilerek birinci kuyucuktan
itibaren 12. kuyucuga kadar seri dilisyonlar yapilip 12. kuyucuktan 100 ul soltsyon disari
atildi. Bakteri slispansiyonundan her bir kuyucuktaki son konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olacak
sekilde ttim kuyucuklara 100 pl dagitildiktan sonra, plaklar 35 °C’'de 24 saat inkube edildi. Bu
slrenin sonunda Ureme gortlmeyen en disik konsantrasyon degerleri tespit edildi.  S. aureus

icin oksasilin MiK degeri >4 pg/ml olan suslar direncli kabul edildi (CLSI 2006).
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3.24.Kontrol suslari
Calismada kontrol suslari olarak Saureus ATCC 25923 (duyarl1 kbken) ve S. aureus

ATCC 43300 (direncli koken) kullanild.

3.3. PZR ile mecA geninin saptanmas

3.3.1. DNA izolasyonu

Stafilokok suslarindan DNA izolasyonu Hesselbarth ve Schwarz (2005) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapildi. Bu amagla, izolatlar 10 ml Brain Hearth Infusion (Merck,
1.10493, Germany) sivi besi yerinde bir gece inkube edildikten sonra 3500 rpm’'de 10 dk
santrifij edildi ve supernatant atilarak bakteri pelleti 1 ml TES buffer eklenerek slispanse
edildikten sonra tekrar santrif(j edildi. Supernatant atildiktan sonra pelet 500 m TES buffer
ile stispanse edilerek 2 ni lizostafin (10 mg/ml) (Sigma, USA) eklendi ve 37 °C'de 30 dk
inkube edildi. Bu stirenin sonunda %10’ luk sodyum dodes| sulfattan (SDS) (Sigma, USA) 20
m ve 50 n Proteinaz K (Sigma, Germany) ilave edildikten sonra 65 °C’de 20 dakika inkube
edildi. DNA eksraksiyonu icin karisim Uzerine, esit miktarda fenol:kloroform:izoamil akol
(25:24:1) (Sigma; USA) ilave edilip vortekdendikten sonra 10 000 rpm’de 10 dk santrifdj
edildi. Ust tabaka dikkatlice yeni bir tilpe anarak tizerine 0.1 hacim 3 M sodyum asetat
(Merck, Germany) ve 2-3 hacim absolut alkol (Merck, Germany) ilave edilerek -20 °C’de 2
saat tutuldu. Karisim 13 000 rpm’de 10 dk santrifllj edildikten sonra supernatant atildi, pelet

%70’'lik etanol ile yikandi. Pelet kurutulduktan sonra 100 m DPEC su ile stispanse edildi.
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TES (10 mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA, 100 mM NacCl) Buffer

Trismabase (Sigma, USA) 121g
EDTA (Sigma, USA) 03729
NaCl (Merck, Germany) 5.844 ¢

Maddeler distile su iginde iyice ¢ozindikten sonra pH:8'e ayarland: ve hacim 1000
ml’ye tamamlandi. Kiguk hacimlere porsiyonlanarak otoklavda sterilize edildi ve oda1sisinda
sakland.

3.3.2. Primerler

Choi ve ark. (2003) tarafindan bildirilen mecA geninin 314 bp’lik segmentini spesifik
olarak amplifiye eden MECA1-F (5'-CCT AGT AAA GCT CCG GAA-3') ve MECA2-R (5'-

CTA GTC CAT TCG GTC CA-3') primerleri kullanildh.

3.3.3. mecA Geninin Amplifiye Edilmesi
PZR karisimi 25 pl final hacimde, final konsantrasyonlar: her bir primerden 0.2 uM,
200 nM dNTP, 10x PZR buffer, 0.5 U Tag Polimeraz, 1.5 mM MgCl, ve 2 ml template DNA
olacak sekilde yapildi. Karisim termal dongu cihazina (Techne, England) konularak asagidaki
amplifikasyon islemi uyguland:
95 °C'de 2 dk ilk denaturasyon
94 °C 30 sn denaturasyon
58 °C 30 sn baglanma 30 siklus
72 °C 30 sn sentez

72 °C'de 7 dk son sentez
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3.3.4. Amplifiye Edilen Gen Ur iniin Gosterilmesi

Amplifiye edilen PZR trunleri, DNA marker (Gene Ruler, 100 bp DNA ladder MBI,
Fermentas, Lithuania), pozitif kontrol ve negatif kontrol ile birlikte Loading Dye (MBI,
Fermentas, Lithuania) ile 1/5 oraminda karistirilarak 1 x TBE tamponu igindeki jele yuklendi.
120 V'da 1 saat elektroforez islemini takiben UV transilluminatorde 314 bp’lik gen trind

varlig: yoniunden degerlendirildi.

0.5M EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid)

NaEDTA x 2H,O (Sigma, USA) 186.1¢9
Distile su 700 ml
Son hacim 1000 mi

Maddeler 700 ml distile su iginde eritildikten sonra 10 M NaOH ile pH's 8'e
ayarlanch vedistile suile 1 litreye tamamlandh.

10x TBE (Tris/borate/EDTA) Elektroforezis Buffer

Trismabase (Sigma, USA) 1089
Borik asit  (Sigma, USA) 559
0.5M EDTA (Sigma, USA) 40 ml
Distile su 1000 ml

Maddeler distile su iginde iyice ¢ozindukten sonra pH:8'e ayarland: ve hacim 1000

ml’ye tamamlandi. Calismada, 1/10 sulandirmast kullanildi.
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3.35. istatistiksel Analizler

3.3.5.1.Duyar hlik ve Ozgulliik Saptanmas:

Testlerin biribiriyle karsilastirilmas: amaciyla sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif
prediktif degerleri hesap edildi. Sensitivite ile uygulanan testin gercek pozitifleri saptama
orani, spesifite ile uygulanan testin gercek negatifleri saptama orani, pozitif ve negatif
prediktif deger ile de toplam pozitif ve negatif sonuglar igerisinde gergekten pozitif ve negatif

olanlarin orant belirlendi (Erganis ve Ugan 2001). Bu amegla asagidaki formullerden

yararlamld:
Gergek pozitif
Sensitivite (duyarlilik) = X 100
Gergek pozitif + Yanlis negatif
Gergek negatif
Spesitife (6zgulluk) = X 100
Gergek negatif + Yanlis pozitif
Gergek pozitif
Pozitif Prediktif Deger = X 100
Gergek pozitif + Yanlis pozitif
Gergek negatif
Negatif Prediktif Deger = X 100
Gergek negatif + Y anlis negatif
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4BULGULAR

Subklinik inek mastitislerinden izole edilen toplam 148 S. aureus susundan PZR ile
mecA geni yonunden pozitif bulunan 24 (% 16.2)'U gercek MRSA ve 124’0 de metisiline
duyarli S aureus (MSSA) olarak kabul edildi (Sekil 4.1). mecA pozitif izolatlardan 16’si
(%66.7) oksasilin disk diftizyon ve 15'i (%62.5) sefoksitin disk diflizyon testi ile, 18'i (%75)
mikrodilisyon yontemi ile ve 16'st (%66.7) da oksasilin agar tarama testi ile metisiline
direncli olarak sgptandi. mecA negatif bulunan 124 izolattan 1'i (%0.81) oksasilin disk
difizyon ve sefoksitin disk diflizyon testi ile 2'si de (%1.6) mikrodilisyon yontemi ve

oksasilin agar taramatesti ile metisiline direncli olarak saptandh (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

M 1 2 3 4 5 6

314 bp

Sekil 4.1. PZR ilemecA geninin tespiti M: 100 bp Marker, 1: Pozitif kontrol (S. aureus
ATCC 43300) 2-5: mecA pozitif suslar, 6: Negatif Kontrol (S. aureus ATCC 25923)

Cizelge4.1. izolatlarin mecA geni varliginagore ve kullamlan ytemlerin MRSA, MSSA olarak beirledikleri
izolat say1s1
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Y ontemler mecA (+) (n: 24) mecA (-) (n: 124)

MRSA M SSA MRSA M SSA
Oksasilin disk diflizyon 16 8 1 123
Sefoksitin disk diflizyon 15 9 1 123
Oksasilin agar tarama 16 8 2 122
Mikrodillsyon 18 6 2 122

Cizelge 4.2. Genotipik ve fenotipik testlerle metisilin direncli olarak belirlenen S. aureusizolatlar
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Sus Adi mecA Oksasilin Disk Sefoksitin Disk Mikr odiltisyon Oksasilin Agar

Difuizyon Diflizyon Tarama
B4 + R R 16 +
B6 + R R 16 +
B10 + R R 16 +
B45 + S S 05 -
B46 + S S 4 -
B102 + S S 0.25 -
B106 + S S 05 -
B111 + S S 0.25 -
B114 + R R 128 +
B123 + S S 2 -
B124 + R R +
B125 + S S 0.25 -
B133 + S S -
B137 + R R 64 +
B143 + R R 64 +
B145 + R R 64 +
B147 + R R 32 +
B151 + S S 16 +
B152 + R R 128 +
B159 + R R 32 +
B163 + R R 16 +
B180 + R R 64 +
B181 + R R 64 +
B193 + R R 64 +
B8 - R R 16 +
B69 - S S 8 +
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Metisilin direncinin fenotipik olarak saptanmasinda kullanilan testlerin altin standart
olarak kabul edilen mecA pozitifligi esas alinarak hazirlanan sensitivite, spesifite, pozitif ve

negatif prediktif degerleri Cizelge 4.3."te sunulmustur.

Cizelge 4.3. mecA geni varligina gore kullamilan yontemlerin sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif prediktif
degerleri

Y ontem Sensitivite Spesifite Pozitif Prediktif Negatif Prediktif
(%) (%) Deger (%) Deger (%)
Oksasilin Disk Diftizyon 66.7 99.2 94.1 93.9
Sefoksitin Disk Diftizyon 62.5 99.2 93.8 93.2
Oksasilin Agar Tarama 66.7 984 88.9 93.9
Mikrodiltsyon 75 98.4 90.0 95.3
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S5.TARTISMA

Mastitis kuru donemdeki ve laktasyondaki sit sigirlarinda antibiyotiklerin yaygin
olarak kullaldigi infeksiyonlarin basinda gelmektedir. Ancak antibiyotiklerin yanlis
kullamimi antibiyotiklere direng problemine neden olmaktadir. Bu problemlerden biri metisilin
direncidir. Son yillarda metisilin direnci mastitisli inek sttlerinden izole edilen stafilokok
suslarinda siklikla gézlenmektedir (Sareyyupoglu ve ark. 2006, Moon ve ark. 2007, Juhasz-
Kaszanyitzky ve ark. 2007, Turutoglu ve ark. 2009, Turkyilmaz ve ark. 2009). MRSA
suslarimin beta-laktam antibiyotikler disinda diger antibiyotiklere de direncli olmas: nedeniyle
bu suslarin neden oldugu infeksiyonlarin hizli ve dogru teshisi infeksiyonun erken asamada
eliminasyonu acisindan 6nem tasimaktadir.  Cunkl antibiyotiklere direngli suslardan
kaynaklanan infeksiyonlar hem ciddi seyretmekte hemde cevreye yayilabilmektedir (Lee ve
ark 2004).

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda metisilin direncinin tespiti amaciyla ok
sayida metod gelistirilmesine ragmen, bu metodlarin her birinin sensitivite ve spesifitesinde
farkliliklar bulunmaktadir (Swenson ve ark. 2001, Cauwelier ve ark. 2004,). mecA geninin
PZR ile tespiti altin standart olarak kabul edilmekle birlikte tim laboratuvarlar tarafindan
uygulama imkani bulunmamaktadir. Fenotipik testler arasinda sefoksitin disk diftizyon ve
oksasilin agar tarama testinin metisilin direncinin tespitinde faydal1 oldugu iddia edilmektedir

(Skov ve ark. 2003).

Insan orijinli S aureus izolatlarinda metisilin direncinin fenotipik metodlarla
arastinlmasinda iyi sonuglar elde edilmesine ragmen (Sancak ve ark. 2003, Zeeshan ve ark.

2007, Mohanasoundaram ve Lalitha 2008, Adaleti ve ark. 2008), hayvanlardan ve hayvansal
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Urdnlerden izole edilen S. aureus suglarinda metisilin direncinin belirlenmesinde uyumsuz
sonuclar elde edildigi bildirilmistir (Sareyyupoglu ve ark. 2006, Corrente ve ark. 2007,
Turutoglu ve ark. 2009). Corrente ve ark. (2007), Giiney italya da hayvansal Uriinlerden izole
ettikleri 200 S. aureus susunun 6'sim PZR ile mecA geni yonunden pozitif bulurlarken,
fenotipik testlerin sensitivitelerini diisiik saptamislardir. Ozellikle oksasilin agar tarama testi
ile ancak mecA pozitif 6 sustan birisini tespit edebilirlerken, sefoksitin disk diflizyon testi ile
pozitiflik tespit edememislerdir. Turutoglu ve ark (2009), oksasilin disk difiizyon testi ile
MRSA olarak saptadigi 18 sustan ancak 3'Unu PZR ile mecA geni yoninden pozitif
bulmuglardir. Sareyyupoglu ve ark. (2006), mastitisli inek sitlerinden izole ettikleri 83
stafilokok izolatimn 24’ Unl (%28.4) oksasilin disk diftizyon yontemi ile 17°sini (%20.5) ise
PZR ile mecA geni yonlnden pozitif bulmuslardir. Bu ¢alismada, incelenen 148 S. aureus
susundan 24’ G PZR ile pozitif olarak saptanirken, 16’s1 oksasilin disk diftizyon, 15’1 sefoksitin
disk diftizyon, 18'i mikrodiltsyon ve 16’si daoksasilin agar taramatesti ile metisiline direngli
bulundu. Fenotipik testler ile genotipik test sonuclart arasindaki uyumsuziuk mecA geninin
regulasyon mekanizmalarindaki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir (Rohrer ve ark. 2003).
Cdismada mecA pozitif suslarin bazilarimin heterojen diren¢ fenotipi gostermesi ve bu
suslarin oksasilin igin kabul edilen esik degerinin altinda veya hemen Ustiinde (borderline

direng) MiK degerleri gostermes bu durumu desteklemektedir.

Fenotipik metod ve PZR sonuglart spesifite agisindan iki sus hari¢ uyumlu sonuglar
verdi. Bu suslardan biri calismada kullamlan 4 fenotipik yontemle, diger sus ise sadece
mikrodilusyon ve oksasilin agar tarama yontemi ile yanlis MRSA sonug verdi. Bu fenotipin

ortaya cikmast normal PBP2a sentezinden direkt veya indirekt sorumlu genlerdeki
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mutasyonlar veya asin stafilokokkal beta-laktamaz Uretimi ile aciklanabilir (Massisida 1996,
Chambers 1997, Corrente ve ark. 2007).

Metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla kullanilan/kabul edilen veya onerilen
antimikrobiyal duyarlilik testleri (oksasilin disk diftizyon, sefoksitin disk diflizyon, oksasilin
agar tarama, mikrodilisyon gibi) atipik fenotip gosterebilen hayvan orijinli S. aureus
suslarinin tespitinde yeterli olmayabilir. Bemis ve ark. (2006) kopeklerden izole ettikleri
stafilokok suslarinda metisilin direncini PBP2a lateks aglUtinasyon, sefoksitin ve oksasilin
disk diflizyon testi, oksasilin E-test ve mecA yoninden PZR ile arastirmuglardir. Arastiricilar
S. intermedius ve S. schleiferi suslarinda sefoksitin disk difiizyon testinin duyarliligint 6nemli
oranda dusUk saptamislardir. Bu nedenle de, borderline duyarlilik gosteren izolatlarda mecA
veya PBP2a min varliginm dogrulamak icin CLSI tarafindan da belirtildigi gibi cok sayida testin

uygulanmasi gerekliliginin 6nemini vurgulamslardir.
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6.SONUC
Sonug olarak hayvanlardan izole edilen S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin
belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilan fenotipik testlerin yanlis sonuclar verdigi
gorulmustar. Bu calismada, elde edilen bulgular dikkate alindiginda hayvansal orijinli S.
aureus suslarinda metisilin direncinin dogru olarak saptanmasinda mecA geninin spesifik
olarak PZR ile belirlenmesinin konvansiyonel fenotipik testlere gore daha sensitif ve spesifik

oldugu gorulmustar.
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