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TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim siiresince benden yardimlarini esirgemeyen danisman
hocam Doc. Dr. Ozkan ASLANTAS basta olmak iizere, laboratuvar calismalarimda
yakin desteklerini gordiigiim M.K.U Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
yiiksek lisans Ogrencileri Veteriner Hekim Mehmet Ali YILMAZ ve Biyolog Bilge
DILSiZ’e tesekkiir etmeyi bir borg bilirim. Ayrica, maddi ve manevi her tiirlii
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OZET

Subklinik Inek Mastitislerinden Izole Edilen Stafilokok Tiirlerinde Biyofilm
Uretiminin Arastirilmasi

Bu ¢alismada, subklinik inek mastitislerinden izole edilen 127°si Staphylococcus
aureus ve 65’1 koagulaz negatif stafilokok (KNS) toplam 192 stafilokok susunun
biyofilm {iretimi Congo Red Agar (CRA), Mikropleyt (MP) ve Standart Tiip (ST)
yontemleri kullanilarak arastirildi ve test sonuglari karsilastirildi.  Incelenen stafilokok
sugslarinin CRA, MP ve ST testleri ile biyofilm tiretimi sirasiyla %72.4, %67,7 ve
%62.9 oraninda pozitif bulundu. CRA, MP ve ST testleri arasinda istatistiksel olarak
onemli farklihk saptanmadi (p>0.05). Ayrica, stafilokok suslarmin  ¢esitli
antibiyotiklere karsi olan direnglilikleri agar disk diffuzyon yontemi ile aragtirildi.
Biyofilm  pozitif =~ (BP) stafilokok suslarinda  penisilin =~ G,  ampisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, tetrasiklin, eritromisin, gentamisin, enrofloksasin olan
direng oranlar1 sirastyla  %73.8, %69.7, %6.2, %20.7, %21.4, %1.4, %0.7, biyofilm
tiretmeyen (BN) stafilokok suslarinda ise %42.6, %23.4, %4.3, % 14.9, %19.1, %0.0
olarak tespit edildi. Incelenen tiim stafilokoklar ise vankomisin ve teikoplanine duyarl
bulundu. Antibiyotiklere direnglilik oranlar1 BP suslarda BN suslara gore daha yiiksek
bulunmakla birlikte, sadece penisilin, ampisilin ve eritromisine direnglilik oranlar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Sonug olarak, stafilokok suslarinda biyofilm iiretiminin belirlenmesinde CRA
testinin daha pratik ve spesifik oldugu, antibiyotiklere diren¢ gelisiminde de biyofilm
tiretiminin 6nemli rol oynadig1 kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Biyofilm, antibiyotik direnci, mastitis, Staphylococcus spp.
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ABSTRACT

Investigation of Biofilm Production in Staphylococcus Strains Isolated from
Subclinic Bovine Mastitis

In this study, biofilm production in 192 Staphylococcus spp. consisting of 127
Staphylococcus aureus and 65 coagulase negative staphylococci (CNS) isolated from
subclinical bovine mastitis was investigated with Congo Red Agar (CRA), Microplate
(MP), and Standart Tube (ST) test and the test results compared to each other. The rate
of biofilm production in all Staphylococcus spp. investigated with CRA, MP, and ST
tests were 72.4%, 67,7%, and 62.9%, respectively. No statistically significant
difference was found among the tests (p>0.05). In addition, antibiotic resistance of
Staphylococcus spp. against various antibiotics was also determined by the agar disk
diffusion method. The percentage of resistance against penicilin G, ampicilin,
amocycilin/clavulanic acid, tetracyclin, eritromycin, gentamycin, and enrofloxacin in
biofilm producing (BP) Staphylococcus spp. was 73.8 %, 69.7 %, 6.2 %, 20.7 %,
214 %, 1.4 %, and  0.7%, respectively. For non-biofilm producing (BN)
Staphylococcus spp. was 42.6%, 23.4%, 4.3%, 14.9 %, 19.1%, 0.0%, respectively. All
the strains were susceptible to vancomycin and teicoplanin. Although higher antibiotic
resistance rates were observed in SP strains than that of SN strains, statistically
significant difference in resistance to three antibiotics (penicilin, ampicilin, and
eritromycin) were found between BP strains and BN strains (p<0.05). In conclusion,
CRA could be used for the detection of biofilm production due to its reliablity and
specifity, and biofilm production plays important role in antibiotic resistance.

Key Words: Biofilm production, antibiotic resistance, bovine mastitis, Staphylococcus
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1. GIRIS

Stit s1gir1 yetistiriciliginin en 6nemli hastalifi olan mastitis, meme bezlerinin
travmatik etkilere ve meme igerisine ekzojen veya endojen olarak giren
mikroorganizmalara kars1 bir tepkisidir (Blood ve Radostits 1989).

Mastitis, klinik seyirlerine gore klinik ve subklinik mastitisler olarak
simiflandirilmaktadir. Meme dokusunda ve siitte degisikliklerin goriildiigii klinik
mastitisler, memede sisme, agri1, kizariklik, sicaklik ve duyarlilik gibi lokal belirtilerin
yaninda ates, halsizlik, istah ve kilo kaybi gibi sistemik hastalik belirtileri ile
karekterizedir (Bastan 2002).

Mastitisin, ikinci formu olan subklinik mastitisler meme dokusunu, siit verimini
ve bilesimini etkilemesi nedeniyle daha fazla 6nem arz etmektedir.  Subklinik
mastitisler klinik semptom gdstermeden seyrettigi i¢in gézden kagmakta ve kolaylikla
yayilabilmektedir (Bastan 2002). Siit veriminin azalmasi, siitiin kalitesinin bozulmasi,
tedavi siiresince siitlin atilmasi, tedavi ve veteriner hekim giderleri nedeniyle siit
sigirciligr isletmelerinde biiyliik ekonomik kayiplara neden olan mastitislerin % 70°ni
subklinik mastitisler olugturmaktadir (De Graves ve Fetrow 1993).

Mastitislerin ortaya c¢ikisinda konaga, g¢evreye ve mikroorganizmalara ait
determinantlar énemli rol oynamaktadir. Konaga ait determinantlar arasinda 1tk ve
kaliim, yas ve laktasyon sayisi, laktasyon donemi, memenin dogal savunma
mekanizmalar1 ve immun sistemin giicii sayilabilir. Cevresel determinantlara ise hava
kosullari, mevsim, beslenme, sagim ile ilgili faktdrler ve barmak kosullart 6rnek
verilebilir.  Mastitis vakalarmin biiylik ¢ogunlugu mikroorganizmalar (bakteriler,
viruslar ve mantarlar) tarafindan olusturulmaktadir (Arda 1997). Sigirlardaki mastitis
vakalarindan 135’ten fazla mikroorganizma izole edilmesine ragmen infeksiyonlarin

cogunlugu stafilokoklar, streptokoklar ve Gram negatif bakteriler tarafindan
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olusturulmaktadir (Tenhagen ve ark 2006). Bu etkenlerden bazilar1 kontagiy6z bazilari
ise cevresel mastitis etkeni durumundadir. Staphylococus aureus ve Streptococcus
agalactiae kontagiydz mastitis etkenleridir ve meme dokusunda bulunan patojenlerdir.
Sagim sirasinda sagimcilarin elleri ve sagimda kullanilan ekipmanlar ile duyarl
ineklerin memesine bulagsmaktadir. Cevresel mastitis etkenleri hayvanlarin bulundugu
ortamda temas ettigi gaita, su, althk ve toprakta cok fazla miktarda bulunmaktadir.
Cevresel mastitise neden olan etkenlere Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae ve
Streptococcus uberis drnek verilebilir (Bastan 2002). Mastitisin etiyolojisinde S.aureus
ve diger stafilokok tiirleri % 60-80 oraninda bir paya sahip olmakla birlikte bu oran
yerlesim yerlerine, mevsimsel farkliliklara ve farkli yetistirme kosullarina baglh olarak
uygulanan mastitis kontrol programlarina gore degisebilmektedir (Hadimli ve Erganis

2001).
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etiyoloji

Stafilokoklar ilk defa 1884 yilinda Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole
edilmistir (Schleifer 1986). Onceki yillarda Micrococcaceae familyas: icinde yer alan
Stafilokok cinsi, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisinda
Bacilli smifinda Bacillales takiminda yer almaktadir. Stafilokok cinsi igerisinde yer
alan tiirler, patojenite kriteri olarak kabul edilen koagulaz enzimi sentezleme
yeteneklerine gore koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif
stafilokoklar (KNS) olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. KPS’lar S. aureus, S.
intermedius ve S. hyicus tiirlerini i¢ine almaktadir (Akan 2006).

Stafilokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif
ve lizim salkimi seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 um ¢apinda koklardan olugmaktadir.
Laboratuvarlarda rutin amagla kullanilan besiyerlerinde kolayca tirer ve 37 °C’de 24-48
saat icinde 2-4 mm capinda diizgiin koloniler olustururlar. Stafilokoklar
karotenoidlerden dolayr pigment meydana getirirler. S. aureus altin sarisi, S.
epidermidis ise beyaz renkte koloni olusturur. Ancak anaerobik kosullarda pigment
olusturma yetenegi ortadan kalkar. Laboratuvarda 10-42 °C’de ireyebilmelerine
ragmen optimum treme 1sis1 37 °C‘dir. Sporsuz olmasina ragmen dis etkilere ve
dezenfektanlara karsi1 olduk¢a dayaniklidir. Kiiltiirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C ‘de 3-6
ay canliliklarim1 koruyabilirler. Stafilokoklar 60 °C’lik 1siya 30 dk dayanabilirler.
Fenolde (%2) 15 dakikada inaktive olurken, %9’luk NaCl ve sakkaroza tolerans
gosterebilmektedir (Akan 2006).

Stafilokoklar insanlarda ve hayvanlarda gesitli hastaliklara neden olmaktadir.
S. aureus’un insanlarda, nazokomiyal infeksiyonlara, toksinlere bagli enfeksiyonlara,

invazyon ve/veya sistemik yayilim sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlara, deri ve yumusak
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doku enfeksiyonlarina, cerrahi yara enfeksiyonlarina, santral sinir sistemi
enfeksiyonlarina, solunum sistemi enfeksiyonlarina, iiriner sistem enfeksiyonlarina,
kardivaskiiler sistem enfeksiyonlarina, kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlarma neden
olmaktadir. KNS’lar ise insanlarda endokardit, osteomyelit, okiiler operasyonlara bagh
gelisen endoftalmit, iiriner sistem enfeksiyonlarina, nazokomiyal ve toplumsal kokenli
gelisen enfeksiyonlara, immunsuprese bireylerde bakteriyemi ve viicuda uygulanan
protez implantlarini takiben gelisen infeksiyonlara yol agmaktadir (Bilgehan 2000).
Hayvanlarda ise stafilokoklar farkli klinik tablolarla karekterize infeksiyonlara
neden olmaktadir. Ineklerde mastitis ve meme impetigosu, koyunlarda mastitis,
kuzularda enzootik kene piyemisi, periorbital ekzama, dermatit ve follikiilit, kecilerde
mastit ve dermatit, domuzlarda mastitis, meme bezlerinin botriyomikozisi, nekrotize
stafilokokal endometritis ve meme impetigosu, atlarda mastit ve botriyomikozis,
tavsanlarda ve yeni doganlarda eksudatif dermatit, apse, konjunktivit, kanatlilarda
stafilokokkal artrit, septisemi ve omfalit, kedi ve kdpeklerde piyoderma, piyometra,

sistit ve otitis eksternaya neden olmaktadir (Quinn ve ark.1994).

2.2. Epidemiyoloji

Stafilokoklar deri ve mukoz membranlarin normal florasinda bulunan
mikroorganizmalardir. Viicut savunma mekanizmalarinin bozulmasi, i¢ ve dis stres
faktorleri, viicuttaki portandreler stafilokoklarin hastalik olusturmasini kolaylastirir. Bu
nedenle firsat¢1 patojen olarak da nitelendirilmektedir. Mastitisli hayvanlar siitleriyle de
cok sayida bakteriyi disar1 ¢ikarmalari nedeniyle ayni zamanda primer infeksiyon
kaynagidir (Akan 2006, Roberson ve ark.1994). S. aureus’un bulagsmasinda sagimcilarin

elleri, sagim ekipmanlari, ahirda kullanilan malzemeler ve sagim hijyenine dikkat
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edilmemesi 6nemli rol oynamaktadir (Gillespe ve ark.1999, Roberson ve ark.1998,

Bastan 2002).

2.3. Tiirkiye’de ve diinyada stafilokok mastitislerinin goriilme sikhig:

Mastitis Diinya’da ve Tiirkiye’de siit inekeiligi yoniinden Onemli bir
infeksiyondur. Multifaktoriyel bir etiyolojiye sahip olan mastitisin eradikasyonu
miimkiin olmamakla birlikte, gelistirilen kontrol programlari ile ancak insidensi diigiik
seviyelere ¢ekilebilmistir (Erganis ve Ugan 2001). Tiirkiye’de mastitislerin yayginligini
ve mastitislere neden olan mikroorganizmalarin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda farkl stafilokok izolasyon oranlart bulunmustur. Tiiriitoglu ve ark. (1995),
Marmara bolgesinde %28.1 S. aureus ve %23.1 S. epidermidis, Kuyucuoglu ve Ucar
(2001) Afyon bolgesinde %40.1 S. aureus, Ergiin ve ark. (2004), %42.4 KNS ve
%25.1 S. aureus, Giirtiirk ve ark. (1998) Van ve yoresinde %41 oraninda stafilokok
izole etmislerdir.

Yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda Tenhagen ve ark. (2006) Almanya’da %09.1
KNS ve %5.7 S. aureus, Piepers ve ark. (2007) Belcika’da %41.1 non-S. aureus ve
%25 S. aureus, Gianneechini ve ark. (2002) Uruguay’da %62.8 S. aureus ve %7.4 KNS,
Pitkdla ve ark. (2004) Finlandiya’da %49.6 KNS ve %10.2 S. aureus, Workineh ve ark.

(2002) Etopya’da %40.5 S. aureus ve %16.5 KNS izole etmislerdir.

2.4. Stafilokok mastitislerinin patogenezi

Stafilokoklarin sahip oldugu toksinler, enzimler, yiizey proteinleri, kapsiil ve
slime gibi virulans faktdrleri mastitislerin patogenezisinde dnemli bir yere sahiptir. Bu
faktorler konak savunma mekanizmalarindan etkenin korunmasina, memede infeksiyon

baslatmasina ve invazyonuna yardimci olurlar (Karahan 2005).
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Akut inek mastitislerinde kiiglik meme kanallarin fibrin pihtilariyla hizli bir
sekilde tikanmasi, irinli bir sekresyon, fibrin birikimi, etkilenen dokularin 6dematoz
sigkinligi goriiliir. Yanginin siddeti birka¢ gilin i¢inde azalmaya baglar ve meme
kanallarinin etrafinda meydana gelen doku iiremesine bagli olarak meme dokusunda
atrofi meydana gelir (Quinn ve ark 1994).

Kronik ve subklinik mastitiste, somatik hiicre sayisinda (SHS) artis ve
bakterilerin etkilenen meme loblarina invazyonu séz konusudur. Bakterilerin iiremesi
genellikle siitiin toplandig1 kanallarda ve daha az olarakta alveollerde meydana gelir.
Yangisal tabloya bagli olarak alveollerde atrofi ve siit kanallarinda tikanma sekillenir.
Fagositik hiicrelerin go¢ii sonucu yanginin gelistigi bolgelerde apse odaklar1 ve fibrozis
geligir.  Fibrozis antibiyotiklerin penetrasyonunu sinirlandirdigr gibi fagositozu da
onemli diizeyde engeller (Quinn ve ark 1994).

Akut, kronik ve subklinik mastitis tablolarinin diginda bakterilerin sentezledigi
toksinler ve doku yikimi sonucu ortaya ¢ikan iiriinlere bagli toksemi tablosu ve 6liim de
goriilebilir (Blood ve Radostits 1989).

2.5. Stafilokoklarin Virulans Faktorleri

2.5.1. Hiicre Duvari

Peptidoglikan, teikoik asit ve protein A stafilokoklarin hiicre duvarinda bulunan
lic onemli antijenik yapidir (Resim 1). Peptidoglikan, stafilokoklarda N-asetilglukoz
amin (NAGA) ve N-asetilmuramik asit (NAMA) monomerlerinin ¢apraz baglanmasi ile
meydana gelir. Bakteriye sekil ve elastikiyet kazandirir. Teikoik asit peptidoglikan
tabakaya kovalent olarak baglanmis fosfat iceren polimerlerdir. Mukozal yiizeylere
stafilokoklarin adhezyonuna aracilik eder. Peptidoglikan ve teikoik asit virulanse katk1

saglayan ¢ok sayida biyolojik aktiviteye de sahiptir.  Bu 0Ozellikler arasinda
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komplementin aktivasyonu, yangi hiicrelerinin kemotaksisininin inhibisyonu ve antikor

iretiminin stimulasyonu sayilabilir (Koneman 1997).

Kapsiil veya Polisakkarit
Slime Tabaka

Peptidoglikan

Sitoplazmik
Membran

Cytoplasm Clumping

Faktor

Protein A

Resim1. Stafilokok hiicre duvar1 (Koneman 1997).

Protein A, S. aureus hiicre duvarinda IgG’nin Fc bdlgesine baglanma 6zelliginde
olan bir proteindir. Hiicre duvarma bagli olarak bulunabildigi gibi ilireme sirasinda
besiyeri ortamina da salgilanabilmektedir. Protein A’nin opsonizasyonu ve fagositozu
engellemesi, kompleman aktive etmesi ve gegikmis asirt duyarlilik reaksiyonlarina
neden olmasindan dolay1 bir virulans faktorii olarak fonksiyon gormektedir. Kapsiil,
baz1 S. aureus suslarmin irettigi bakteriyi fagozitozdan koruyan ekzopolisakkarittir. Bu
ekzopolisakkarit materyal ayni zamanda etkenin hiicrelere ve prostetik cihazlara
adherensini artirmaktadir.  S. awreus’un klinik izolatlar1 kapsiiler polisakkarit
antijenlerine gore 8 serotipe klasifiye edilmistir. En yaygin serotiplerin serotip 5 ve 8

oldugu bildirilmistir (Koneman 1997).
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2.5.2. Ekzotoksinler

Stafilokoklar c¢esitli hiicreler {izerine sitolitik etki goOsteren ekzotoksinler
salgilamaktadir. Viriilenste biiyiik rol oynayan bu toksinler alfa, beta, gama ve delta
olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir (Akan 2006).

Alfa toksin: Alfa hemolizin adi da verilen bu toksinin hemolitik ve
dermonekrotik etkisi vardir. Tavsan eritrositleri iizerine hemolitik etkinligi fazla olup,
insan eritrositleri lizerine bir etkinligi bulunmamaktadir. Ayni zamanda potansiyel bir
norotoksindir. Defibrine koyun kani katilmig Kanli agar’da S. aureus kolonilerin
etrafindaki hemoliz zonunun olusumundan sorumludur (Koneman 1997).

Beta toksin: Birgok hiicre iizerine etkili olan bir sfingomyelinazdir. Koyun,
insan ve tavsan eritrositleri tizerine hemolitik etkisi vardir (Ekrem 2004). “Sicak-soguk
hemolizin” adi verilen fenomenden sorumludur. B grubu streptokoklar tarafindan
olusturulan CAMP faktorii ile birlikte sinerjetik hemolizisten sorumludur (Koneman
1997).

Gama toksin: Ilk defa 1938 yilinda saf olarak elde edilen bu toksine, insan,
tavsan ve koyun eritrositleri duyarli; at eritrositleri ise direngli bulunmustur (Ekrem
2004). Gama toksinin beta toksin ile birlikte doku irritasyonuna neden oldugu rapor
edilmistir (Karahan 2005).

Delta toksin: ilk defa 1947 yilinda tespit edilen bu toksin bazi S. aureus
suslarinda tespit edilmistir. Alfa ve beta toksinlerden farkli olarak immunolojik
aktiviteye sahip degildir. Eritrosit, 16kosit ve trombositler hiicre membranlar lizerinde

hasara neden olmaktadir (Ekrem 2004).
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Lokosidin: Polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) hiicre membranlar: iizerine direkt
etki gostermek suretiyle degraniilasyona, hiicrenin sismesine ve Oliimiine neden
olmaktadir (Fox ve ark.1991). Toksini birbiriyle sinerjetik etki gosteren iki
komponentten olugmaktadir. Toksin hiicre membranlarinda porlar acarak
permeabilitenin bozulmasina neden olmaktadir (Koneman 1997).

Toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1): Insanlarda ates, hipotansiyon, kusma,
basagrisi, bobrek yetmezligi ve tisiime ile karekterize toksik sok sendrom (TSS) olarak
adlandirilan multisistem hastaligindan sorumludur. Toksin genis biyolojik aktiviteye
sahip olmakla birlikte, TTS’nin patogenezisindeki rolii tam olarak belli degildir.
Deneme hayvan modelinde TSST-1’in Gram-negatif endotoksine karst viicudun yanitini
onemli diizeyde artirdig1 tespit edilmistir. TSST-1, stafilokokkal enterotoksinler (SE)
ve eksfoliyatif toksin (ETA) ile birlikte “superantijen” aktivitesine sahiptir (Koneman
1997).

Stafilokokkal enterotoksinler : SE’ler insanlarda gida kaynakli zehirlenmesine
neden olmaktadir (Koneman 1997). Stafilokokkal gida zehirlenmelerinin klinik
belirtileri kisa inkubasyon siiresini (2-6 saat) takiben ortaya cikar. Klinik semptom
olarak bulanti, kusma, karin agris1 ve diyare goriiliir (Erol ve Iseri 2004). Klinik
semptom olusturan doz ¢ok diisiik olup, maymunlarda emetik dozun 5-20 pg/maymun
oldugu bildirilmistir (Balaban ve Rasooly 2000). Onceleri SE’lerin klasik olarak 5
tipinin (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) oldugu kabul edilmekte iken, son yillarda yapilan
calismalarda yeni SE tipleri (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO ve U)
saptanmigtir (Cremonesi ve ark. 2005, Leterte ve ark. 2003, Jarraud ve ark. 2002).
Stafilokokkal gida zehirlenmelerinin %95’ inden SEA-SEE, %5’inden ise yeni

belirlenen SE tiplerinin sorumlu oldugu rapor edilmistir (Cremonesi ve ark. 2005).
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2.5.3. Enzimler

Koagiilaz: Koagiilaz, fibrinojeni fibrine ¢cevirme 6zelliginde protrombin benzeri
aktiviteye sahip bir proteindir. Koagulaz enzimi infeksiyon sirasinda in vivo fibrin bir
bariyer olusturur ve bakteriyi fagositozdan korur. Koagiilaz bagli ve serbest olmak
tizere iki formda bulunur. Bagh koagulaz (clumping factor) bakteriyel hiicre duvarma
bagli halde bulunur, kiiltlir filtratlarinda serbest olarak bulunmaz. Bakteriler plazma
icinde siispanse edildiginde, bakteriler arasinda fibrin iplik¢ikleri olusur ve bakterilerin
gbzle goriinen kiimeler olusturmasina neden olur. Serbest koagiilaz ise kiiltiir
filtratlarinda bulunan bir enzimdir. Koagiilaz {ireten mikroorganizma silispansiyonu
plazma ile bir tiipte karistirildiginda goriilebilir piht1 olusur (Koneman 1997).

Katalaz: Stafilokoklar tarafindan {iretilen katalaz enzimi mikroorganizmalar
fagosite edildikten sonra fagositik hiicreler iginde miyeloperoksidaz tarafindan
olusturulan toksik miyeloperoksidaz ve serbest radikalleri inaktive eder (Koneman
1997).

Hyaluronidaz: Dokulardaki interselliiler mukopolisakkarit matriksi hidrolize
ederek bakterinin ¢evre dokulara yayilmasina yardimci olur (Koneman 1997).

Fibrinolizin: Dokulardaki fibrin kiimelerini pargalayarak infeksiyonun cevre
dokulara yayilmasini saglar (Koneman 1997).

Lipaz: Kutan6z ve subkutandz dokulardaki lipidleri paracalayarak bakterinin
lipidlerden zengin bolgelerde yasamasini saglar. Bu sayede etken fronkiil ve karbonkiil
gibi deri infeksiyonlar1 meydana getirir (Koneman 1997, Kiregci 2004).

Deoksiribonukleaz: DNA omurgasinda fosfodiester baglarini hidrolize eden bir

enzimdir. Genellikle S. aureus suglarinda bulunan bu enzim koagulaz gibi bir patojenite

faktorii olarak kabul edilmektedir (Arda 2000).

10
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Pensilinaz (beta-laktamaz): Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek direng
gelismesine neden olan enzimlerdir. Beta-laktamaz enzimi, biiylik bir plazmid tizerinde
yer alan blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir (Fuda ve ark 2005). Stafilokoklarin
disinda Gram negatif bakterilerde de tespit edilen beta-laktamazlar molekiil agirliklarina
ve etki tarzlarina gore 4 siifa (A, B, C, D) ayrilmstir. Stafilokoklarin sentezledigi beta-

laktamazlar A sinifinda yer almaktadir (Ozmen 2001).

2.6. Klinik belirtiler

Mastitisler meme dokusunda gelisen yanginin siddetine gore klinik ve subklinik
tarzda gorilir. Klinik mastitisler, meme dokusunda ve siitte gozle gorilebilir
degisikliklerle karakterizedir. Ayrica klinik mastitisler perakut, akut, subakut ve kronik
mastitis olarak da siniflandirilmaktadir (Bastan 2002).

Perakut formun prognozu cogunlukla olumsuz olmasina ragmen, kronik-
subklinik form en énemli ekonomik kayiplarin goriildiigli formdur (Quinn ve ark 1994).
Perakut form, genellikle dogumu takiben kisa siirede ortaya ¢ikar ve mortalitesi
yiiksektir.  Siit sulu, kanli, flakonlu ve pihtili goriiniimde olabilir (Bastan 2002).
Yiiksek ates, hizli kalp atisi, anoreksi, depresyon, rumen hareketlerinde azalma ve
kaslarda gligsiizliik gibi siddetli sistemik reaksiyonlar gozlenebilir. Lokal ve sistemik
reaksiyonlar ani olarak gelisir. Normal goziiken inek aniden yatabilir ve komaya
girebilir. Memeler asir1 sismis, sert ve agrilidir. Meme ucunda baglayan morarma daha
sonra meme loplarm1 da kapsayabilir. Etkilenmeyen meme loplart da genellikle
sigsmigtir. Tokseminin hizl1 gelistigi vakalar 6liimle sonuglanir (Akay ve Aydin 1984,
Bastan 2002, Quinn ve ark.1994).

Akut mastitisler, genellikle laktasyonun erken donemlerinde meydana gelir.

Memelerde siddetli siskinlik, siitte irin veya kan pihtilar1 goriiliir. Akut formda sistemik

11
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belirtiler olarak ates, anoreksi, depresyon, zayiflama goriiliir. Lokal semptomlar ise
meme bolgesinde sisme, agri, ddem ve sicaklik artigt gibi yangisal belirtiler ile
karakterizedir (Karahan 2005).

En yaygin goriilen mastitis formu subklinik formdur.  Subklinik formun
baslangicinda memede ve hayvanin genel durumunda bir degisiklik farkedilmez. Fakat
ilerleyen donemlerde siitiin yapisinda degisiklikler meydana gelir. Siitte sulu bir
goriinim veya pihti olusumu ile birlikte, memelerde atrofi ve yavas sekilde gelisen
sertlesmeler gozlenebilir. Siitte somatik hiicre sayis1 artmistir. Siitte meydana gelen
degisiklikleri indirekt saptayan testler veya memelerin palpasyonu diizenli sekilde
yapilmadigi takdirde hastalik memelerin fonksiyonlarin1 kaybetmesi ile sonuglanabilir

(Akay ve Aydin 1984).

2.7. Tam

Mastitislerin tanist  klinik, kimyasal, fiziksel, hiicresel ve bakteriyolojik
muayeneler ile yapilmaktadir. Klinik olgularda meme ve siitteki nitelik ve niceliksel
degisiklikler belirgin iken, subklinik mastitislerin tanisinda meme ve siitte degisiklikler
gozle izlenemediginden siitteki degisiklikleri belirlemeye yonelik testlerden
yararlanilmaktadir (Bastan 2002). Bu amagcla uygulamast en pratik olan ve siitteki
somatik hiicre sayisini belirlemeye yonelik olan California Mastitis Testi (CMT)’dir.
Bunun disinda artan SHS’n1 belirlemeye yonelik Whiteside ve Wisconsis mastitis
testleri ile siitteki kan, kivam ve pihtt varligini incelemeye yonelik Strip Cup Testleri
bulunmaktadir (Arda ve ark 1997).

CMT ile saptanan pozitiflik incelenen hayvanin mastitisli olmasi yoniinden bir
on fikir olusturur. Ancak mastitise neden olan etkenin identifikasyonu amaciyla

laboratuar tanis1 gereklidir. Bu amagla kiiltir ve biyokimyasal testlerden
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yararlanilmaktadir (Riffon ve ark 2001). Kiiltiirel yoklamalar siirii diizeyinde
infeksiyonun izlenmesi, antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi ve kontrolii yoniinden
de onemlidir (Milner ve ark 1997).

Mastitisli siitlerden izole edilen stafilokoklarin koagulaz pozitifligine bakilarak
bakterinin S. aureus olarak isimlendirilmesi bir¢ok mikrobiyoloji laboratuvari
tarafindan yeterli olarak goriilmektedir (Goh ve ark.1992). Ancak S. aureus disinda
koagulaz pozitif Ozellik gosteren stafilokok tiirlerinin de varligt da goz Oniine
alindiginda koagulaz testinin disinda S. intermedius ve S. hyicus gibi koagulaz pozitif
tiirlerin S. aureus’tan ayrimi igin DNase ve Clumping faktor testlerinin de yapilmasinin
gerekliligi vurgulanmistir (Yavuz ve Esendal 2002). Stafilokoklarin laboratuvarlarda
hizl1 identifikasyonuna yonelik ticari StaphTrac, Minitek Gram-Positive Set ve Api-
STAPH gibi kitler gelistirilmistir (Quinn ve ark 1994).

Stafilokoklarin identifikasyonuna yonelik kisa siirede sonug veren, sensitivite ve
spesifitesi yiiksek olan molekiiler tekniklerden de yararlanilmaktadir. S. aureus’un 16S
ve 23S rRNA bolgelerine spesifik primerlerin kullanildigi polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile kisa siirede ¢ok sayida numunenin identifikasyonu yapilabilmektedir (Riffon

ve ark 2001).

2.8. Stafilokokkal mastitislerin tedavisi, korunma ve kontrol

S. aureus mastitislerinin tedavisinde meme i¢i veya parenteral yolla farklh
antibiyotik uygulamalarindan yararlanilmaktadir. ~ Akut mastitis olgularinda hizlh
tedaviye baglamak esas oldugundan, kiiltiir sonuglar1 beklenmeden genis spektrumlu bir
antibiyotik ile yiiksek dozlarda tedaviye baslanir. Ilacin 24 saat araliklarla ii¢ kez tekrar

uygulanmasi tedavi sansii artirir.  Ancak, laktasyon donemindeki mastitis olgulari
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antibiyotik uygulamasi ile tiimiiyle sagaltilamamasi nedeniyle kuru doneme geg¢ildikten
sonra da sagaltima devam edilmesi tavsiye edilmektedir (Sanl1 1984).

Perakut mastitis olgularinda 6ncelikle memenin tamamen bosaltilmas: esastir.
Parenteral ve meme i¢i antibiyotik uygulamasi ile infekte meme boliimii ve hayvan
kurtarilabilir. Antibiyotik tedavisine paralel olarak toksemiye karsi antihistaminik ve
elektrolit tedavisi de uygulanir (Sanli 1984).

Mastitislerin kontroliinde en etkin yontem uygun ve hijyenik sagim prosediirleri
ve meme saglig1 kontrol programlarinin uygulanmasidir (Hutton ve ark 1990). Infekte
hayvanlarin izolasyonu da yeni mastitis vakalarinin sayisint azaltmak i¢in bagvurulan
bir diger yontemdir (Wilson ve ark.1995). Mastitislerin asilama ile eradikasyonu ve
kontrolii  ulagilmasi gli¢ bir hedef olmakla birlikte, mastitis oraninin azaltilmasi,
siddetinin hafifletilmesi ve kendiliginden iyilesme siiresinin kisaltilmasina yonelik

yararlanilmaktadir (Yancey 1993, Hadimli 2000).

2.9. Stafilokoklarda antibiyotik direnci

Mastitisin tedavisinde antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanilimi direng
gelisimine neden olmaktadir. Bu nedenle, mastititislere neden olan patojenlerin
identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi sadece tedavi agisindan
degil, populasyon icinde veya populasyonlar arasinda direngli izolatlarin yayiliminin
izlenmesi agisindan da 6nem arz etmektedir (Giiler ve ark. 2005).

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde mastitisli inek siitlerinden izole edilen stafilokok
suslarinda degisen direng oranlari bildirilmistir. Tiriitoglu ve ark (2002), Burdur ilinde
mastitisli inek siitlerinden izole ettikleri 250 stafilokok tiiriiniin %58.4’linlin
eritromisine, %50.4’{iniin penisiline, %48’ inin oksitetrasikline, %45.6’sinin ampisiline,

%42’sinin amoksisiline, %18.8’inin kloksasiline ve %40’mnin gentamisine direngli
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oldugunu bildirmislerdir. Gtiler ve ark (2005) 1995-2004 yillar1 arasinda Konya
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii'ne getirilen farkli siiriilere ait
mastitisli slit Orneklerinden izole ettikleri 250 S. aureus izolatinin antibiyotik
duyarlhiliklarin1  belirlemislerdir. Aragtiricilar, penisilin  ve ampicilline %63.3,
oksitetrasikline %27.9 ve trimethoprim-sulfametaksazol’a %1.8 oraninda direng
saptamiglardir. Ergiin ve ark. (2004), Hatay ilinde subklinik mastitislerden izole
ettikleri 58 S. aureus susunun enrofloksasin, danofloksasin, ampisilin-sulbaktam,
amoksisilin-klavulanik  asit, sefaperozon, amoksisilin, penisilin, eritromisin,
sulfametaksazol-trimetroprim, oksitetrasiklin, gentamisin ve streptomisine direng
oranini sirastyla %10.3, %6.8, %8.6, %7.2, %20.6, %37.9, %70.6, %24.1, %32.7,
%65.5, %36.2 ve %52.6; 98 KNS susunun ise diren¢ oranini sirasityla %4.4, %12.5,
%35.2, %17.2, %27.1, %33.3, %55.2, %31.2, %31.3, %68.7, %32.3 ve %23.9 olarak
saptamiglardir. Kuyucuoglu ve Ucgar (2001), Afyon ydresinde mastitisli siit
orneklerinden izole ettikleri 62 S. aureus susunun amoksisilin-klavulanik asit,
ampisilin-sulbaktam, enrofloksasin, danofloksasin, sefaperozon, streptomisin, penisilin
G, tetrasiklin ve eritromisine diren¢ oraninmi sirastyla %17.8, %29.1, %40.9, %25.9,
%22.6, %75.0, %77.5, %72.6 ve %45.2 olarak bulmuglardir. Sahin ve ark (1998) Kars
ilinde mastitisli ithal simental irki ineklerden izole ettikleri 17 S. aureus susunu
enrofloksasin, danofloksasin ve ampisilin-sulbaktama duyarli bulurlarken, linkomisine
%358.82’sinin, eritromisine %17.64 {iniin, sefaperozona %29.41’inin, sulfametaksazol-
trimetroprime  %23.5’inin  ve penisiline de %88.23’linlin direncli oldugunu

saptamiglardir.

2.10. Biyofilm
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Dogal cevresel ortamlarda bakteriler planktonik (serbest) ve sesil (bagli) olmak
tizere iki formda bulunmaktadir. Planktonik form bakterilerin ¢gogalmasi ve yayilmasi
icin 6nemli iken sesil form bakteri populasyonunun kalic1 olmasi agisindan énemlidir.
Tim ekosistemlerdeki mikroorganizmalar biyofilm olarak adlandirilan yapisal
topluluklar i¢inde ¢ogalirlar (Clutterback ve ark 1999). Biyofilm, cansiz veya canli bir
yiizeye adhere olmus bakteriler tarafindan tiretilen polimerik bir matriks i¢inde bulunan
yapisal bakteriyel topluluklardir (Costerton ve ark 1999). Biyofilm formasyonu
planktonik formdan sesil forma gegisi de kapsayan oldukca kompleks bir prosesdir.
Sesil lireme formu biyofilm i¢indeki bakteri toplulugun olumsuz c¢evresel kosullarin ve
antimikrobiyal ajanlarmn etkisinden korunmasina yardimer olur. Infeksiyon ve hastalik
stireci icinde biyofilm antimikrobiyal ajanlara ve konak immun sistem mekanizmalar1
tarafindan eliminasyona direng ile karakterizedir. Bu nedenle, biyofilm olustuktan ve
olgunlastiktan sonra geleneksel antibiyotik konsantrasyonlar1 ile tedavi etkisiz

kalmaktadir (Clutterback ve ark1999).

2.10.1. Biyofilm Formasyonu

Biyofilm formasyonu kompleks ve dinamik bir siirectir.  Stafilokoklarda
biyofilm olusumu iki asamada gerceklesmektedir.  Birinci asama adhezyondur.
Adhezyon asamasinda microbial surface component recognizing adhesive matrix
molecules (MSCRAMM) adi verilen yiizey proteinleri dnemli bir isleve sahiptir.
Bakteriler bu ylizey proteinleri ile fibronektin, fibrinojen, kollajen, elastin ve vitronektin
gibi farkli hiicre ylizeyi ligandlarina veya inert yiizeylere baglanabilir (Vancraeynest ve
ark.2004). ilk defa sigir mastitislerinden izole edilen mutant S. aureus V329 susunda
saptanan biofilm associated protein (bap)’nin de biyofilm olusumunda 6nemli rol

oynadig1 saptanmigtir. Bap, 2276 aminoasitlik bir proteindir. Adhezyon ve hiicre-hiicre
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adhezyonunu giiclendirdigi gosterilmistir. bap geninin fonksiyonunun engellenmesi PIA
akiimiilasyonunun azalmasina neden olmaktadir (Lasa ve Penadés 2006).

Ikinci asamada hiicre-hiicre adhezyonunu takiben bakteriler béliinerek
cogalmaya baslar ve ekstraselliiler polimerler iiretilir. Bu siire¢ mikroorganizmalarin
hidrate bir ekzopolimer matriks ile ¢evrilmesi ile sonug¢lanir. Matriksin i¢inde bakteriler
birbirine yakin pozisyonda hareketsizdir ve beslenmeleri sivi fazdan subsrat akimina
ve/veya biyofilm i¢indeki diger bakteriler ile besin aligverisine bagimlidir (Clutterback
ve ark 1999).

Biyofilmleri hidrofilik yapan temel komponent sudur. Biyofilmlerin icinde
yeralan su kanallar1 genetik madde kazanilmasina ve aligverisine izin veren bir gen
havuzu olarakta fonksiyon gorebilir. Bu interstisyel porlar ve kanallar biyofilmin
biiylimesine olanak saglamak i¢in besin maddelerinin biyofilme ulagmasina da izin verir
(Clutterback ve ark. 1999).

Biyofilm i¢inde mikroorganizmalar farkli morfolojik yapiya sahip kiimeler
seklinde bulunmaktadir. Bu kiimelerin daha ¢ok mantar benzeri silindirik yapilardan
filamentoze kadar degisen yapisal bir 6zellik tasidigi gosterilmistir. Mantar benzeri
yap1 optimal besin alimina ve atiklara minimal maruziyete izin vermektedir. Nitekim,
herhangi bir bakteriyel biyofilmin biiylime potansiyeli biyofilm icindeki hiicrelere
nutrientlerin ulagmasi ve biyofilm i¢ine kadar uzanan kanallarin perflizyonu devam
ettirmesi ile sinirlidir (Clutterback ve ark 1999).

Biyofilmin olgunlagmasii kontrol eden diger faktorler; internal pH, oksijen
perfiizyonu, karbon kaynagi ve ozmolaritedir. Biyofilm kritik bir hacime ulastiginda en
dis tabaka planktonik mikroorganizmalarin olusturulmaya basladigi dinamik bir
dengeye ulasir (Resim 2). Bu asamadan sonra bakteriler biyofilmden ayrilmak iizere

serbest kalirlar ve diger yiizeylere kolonize olurlar (Melchior ve ark 2006).
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2.10.2. ica Operon

S. aureus’ta kapsiiler polisakkarit/adhezin (PS/A) ve S. epidermidis’te ise
polisakkarit interselliiler adhezin (PTIA) olarak adlandirilan ekstraselliiler polisakkarid
tiretimi ica (intercellular adhesin) lokusu tarafindan regiile edilmektedir (Fitzpatrick ve
ark 2005). PS/A ve PIA yapisal olarak ortak B-1-6-glukozamin omurgasina sahiptir
fakat amino gruplari yoniinden farklilik gostermektedir (Vasudevan ve ark.2003).
icaADB ve C genlerinden olusan ica lokusu PS/A ve PIA sentezine aracilik eden
proteinleri kodlamaktadir. ica genleri arasinda icaA ve icaD S. aureus ve S.
epidermidis suslarinda biyofilm formasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. icaA geni
UDP-N-asetilglukozamin’den N-asetilglukozamin oligomerlerinin sentezinden sorumlu
olan N-asetilglukozaminotransferaz enzimini kodlar. Yalniz icaA geninin ekspresyonu
diisiik enzimatik aktiviteye neden olurken, icaA geninin icaD geni ile birlikte
ekspresyonu N-asetilglukozamintransferaz aktivitesinde Onemli artisa ve fenotipik
kapsular polisakkarit ekspresyonuna neden olmaktadir (Vasudevan ve ark.2003,
Arciola ve ark 2001). icaC geninin deasetilasyon yaparak zincirin uzamasina katki
sagladigl, icaB’nin ise deasetilasyon asamasinda katalizatdr olarak rol oynadigi

diisiiniilmektedir (Sahin 2007).
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Resim 2. Biyofilm formasyonu ve olgunlagsmasi (Melchior ve ark 2006).

2.10.3. ica Operonun Ekspresyonu ve Biyofilm Formasyonunun
Regiilasyonu

ica operon ekspresyonunun regiilasyonu ve biyofilm gelisimi ica operon
regulator (IcaR), teicoplanin-associated locus regulator (TcaR), cevresel faktorler
(glukoz, etanol, yiiksek ozmolarite ve sicaklik), anaerobiozis, tetrasiklin veya
quinupristin-dalfopristin’in  sub-inhibitér konsantrasyonlarindan olumsuz yonde
etkilenir (Fitzpatrick ve ark 2005). S. epidermidis’de alternatif sigma faktr (¢®) icaR
ekspresyonunu negatif yonde regiile ederek ica operonun ekspresyonunu pozitif yonde
etkiler (Resim 3). o aktivitesini etkileyen mutasyonlar bu nedenle biyofilm-negatif
fenotipe neden olur. S. epidermidis’in aksine S. aureus’da sigB lokusundaki
mutasyonlar biyofilm-negatif fenotipe neden olmaz. Bu durum, ica operonun
regiilasyonu ve biyofilm gelisiminde tlrler arasinda Onemli bir farklilig

vurgulamaktadir (Fitzpatrick ve ark 2005, Mack ve ark 2004).
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Cevresel
faktorler

Resim 3. S. epidermidis’te icaADBC lokusunun ekspresyonunu kontrol eden
regiilator ag

Staphylococcal accessory regulator (SarA)’de meydana gelen mutasyonlar hem
S. aureus ve S. epidermidis’de biyofilm-negatif fenotip ile sonu¢lanmaktadir. SarA ica
transkripsiyonu ve PA/PIA {iretimini pozitif yonde regiile etmektedir. S. aureus
genomunda sarA’ya homolog sarR, sarT, sarU, sarS ve rot genleri identifiye edilmis
ve bu genlerin bliyiik bir kisminin SarA regiilatér basamaklarina dahil oldugu ve bu
nedenle de biyofilm formasyonu iizerine bir etkisi olabilecegi bildirilmistir. SarA’in
staphylococcal accessory gene regulator (Agr) sistemi de dahil 100’den fazla genin
ekspresyonunu etkiledigi diisliniildiiglinde, antibakteriyel ajanlar i¢in énemli bir hedef
olabilir. Cilinkii, SarA’in aktivitesinin inhibisyonu es zamanl olarak ekstraselliiler
toksin iiretimi ve biyofilm formasyonunu kontrol etmektedir. Bununla birlikte,
stafilokoklarda quorum-sensing (QS) sistemini kodlayan agr lokusunun engellenmesi
artmis biyofilm gelisimi ile iliskilidir. ~Agr sisteminin aktivasyonu bu nedenle
biyofilmden parcalarin ayrilmasmma ve sekonder infeksiyon alanlarina metastatik

yayilimimna katkida bulunabilir. Bu nedenle, SarA ailesinin kompleks yapis1 ve Agr
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sistemi ile interaksiyonu terapotik uygulamalardan 6nce tam olarak aydinlatilmalidir

(Fitzpatrick ve ark 2005).

2.10.4. Hastahk Patogenezisinde Biyofilm Formasyonunun Onemi

Bakteriyel biyofilmler insanlarda ¢ok farkli infeksiyonlara neden olmaktadir
(Costerton ve ark.1999). Insanlarda kateter gibi implante medikal cihaz tasiyan ve
immun yetmezligi olan bireyler biyofilm infeksiyonlar1 i¢in dnemli bir risk grubu olarak
kabul edilmektedir (Clutterback ve ark 2007). Bu nedenle kateterlerdeki biyofilmleri
elimine etmeye yardimei yeni metodlar gelistirilmistir. Ciinkii bir yiizeye baglh olarak
tireyen bakteriler biyofilm iginde iireyerek korunmakta ve biyofilm antijenlerine karsi
tiretilen antikorlar biyofilmden ayrilan planktonik hiicreleri elimine etmesine ragmen
biyofilm icindeki bakterilere ulagamamakta ve bunun yerine ¢evre dokulara zarar
vermektedir (Costerton ve ark 1999). Benzer sekilde antibiyotik tedavi biyofilmleri
eradike etmede yetersiz kalmakta ve planktonik hiicreleri Oldiirerek sadece
infeksiyonlarin semptomlarin1 baskilamaktadir (Clutterback ve ark 2007). Bunun
sonucunda infeksiyonlar yillarca persiste olmakta ve her antibiyotik tedavisinden sonra
tekrarlayan semptomlar ortaya ¢ikmaktadir (Costerton ve ark 1999). Infeksiyonlara
neden olmasinin yan sira implante kateterlerin lumenini tikayarak saglik problemlerine
de neden olmaktadir. Ayrica iyilesmeyen infekte yaralarla iligkili olarakta biyofilm

klinik olarak 6dnemli role sahiptir (Clutterback ve ark 2007).

2.10.5. Stafilokoklarda hiicrelerarasi iletisim (Quorum-Sensing) sistemi
Bir infeksiyonu olusturmak i¢in bakteriler patojenitelerini belirleyen virulens
faktorlerinin ekspresyonunu iyi organize etmek zorundadir. Tiir spesifik virulens

faktorlerinin koordinasyonu patojenin yagsamasit ve konaga invazyonu i¢in oldukca
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onemlidir. Bu nedenle patojenler, infeksiyon sirasinda degisen cevresel kosullara
virulens genlerinin ekspresyonunu adapte etmek i¢in kompleks regiilator sistemler
gelistirmislerdir (Kong ve ark 2006). Tiirler arasi veya tiirler igi iletisim olarak
tanimlanan quorum sensing (QS), virulens, intraselluler ireme ve biyofilm formasyonu
ile iligkili biyolojik 6neme sahip bir fenomendir (Harraghy ve ark 2007). QS
sistemlerinin sinyalleri auto inducer (AI) olarak adlandirilan kiiciik molekiillerdir.
Diisiik bakteri populasyonunun mevcudiyetinde Al’ler diisiik konsantrasyondadir.
Hiicreler belirli bir populasyon yogunluguna ulastiginda transkripsiyonel regiilatriin
aktivasyonu sonucu Al’ler bir esik konsantrasyon degerine kadar birikir.  Bu
transkripsiyonel faktor sirasiyla bir seri virulans faktorlerini de igceren degisik genlerin
ekspresyonunu regiile eder (Kong ve ark 2006).

Gram pozitif bakterilerde yapisal olarak farkli peptid bazli Al’lere sahip ¢ok
sayida QS sistemi tanimlanmistir.  Gram pozitif bakterilerin Al’leri genellikle
membranda lokalize olmus bir proteine baglanmak suretiyle etkinlik gostermektedir
(Lyon ve Novick 2004).

Stafilokoklarda en 6nemli ve iyi karekterize edilmis QS sistemi accessory gen
regulator (agr) sistemidir (Resim 4). Agr sistemi S. aureus’un virulansi i¢in énemlidir
ve ¢ok sayida adhezin, enzim ve toksini kodlayan genler dahil 150 gen bu sistemin
kontrolii altindadir. Agr sisteminin aktivasyonu virulans faktorlerinin aktivasyonu igin
kritik Ooneme sahiptir (Harraghy ve ark 2007). Agr sistemi farkli transkripsiyon
mekanizmasina sahip RNAII ve RNAIII adlandirilan iki {initeden olusmaktadir (Kong

ve ark 2006, Harraghy ve ark 2007).
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Resim 4. Stafilokokkal agr quorum-sensing sistemi (Kong ve ark 2006).

Bu sistemin AI’s1 8 amino asit uzunlugunda bir peptiddir. Farkli stafilokok
tiirlerindeki AI’ler farkli amino asit sekansina ve tipik halka yapisina sahiptir (Otto ve
ark 1999). Stafilokokkal AD’ler bir transmembran proteini olan ve iki komponentten
olusan regiilator sistem kinaz sensorii olarak hareket eden AgrC’ye baglanir. Bu
baglanma regiilator AgrA’y1 aktive eder ve sirasiyla RNAII ve RNAIIl’lin
transkripsiyonunu indiikler.

Stafilokoklarda bulunan diger QS sistemi LuxS’dir. /uxS geni S. aureus‘ta Al-2
tiretimine neden olmaktadir. Bu genin izogenik mutanti S. epidermidis’de de
gosterilmis ve bu genin S. epidermidis’de fonksiyonel oldugu, agr lokusuna benzer
sekilde biyofilm olusumu {izerine etki gosterdigi tespit edilmistir. /uxS mutant suslarin

daha kalin ve kompakt biyofilm olusturdugu, deneme hayvanlarinda ise vendz kateter
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uygulamasini takiben daha basarili kolonize oldugu gosterilmistir (Kang ve ark. 2006,
O’Gara 2007). Ancak, agr sisteminin etki mekanizmasinin aksine /uxS biyofilm
formasyonunu ica gen lokusunun transkripsiyonel regulasyonu ile saglamaktadir (Kang
ve ark. 2006).

2.10.6. Biyofilm olusumunda agr sisteminin rolii

Biyofilm olusumu tutunma, hiicre-hiicre adhezyonu ve proliferasyon,
olgunlagma ve ayrilma gibi farkli agsamalar1 igermektedir (Otto 2004). Stafilokoklarda
QS sistemi, biyofilm olugumunu bu asamalarda etkilemektedir. Bir yiizeye adhezyon
serbest planktonik hiicrelerin biyofilm olusturmalarinda énemli bir gecis asamasidir ve
cok sayida adhezyon molekiiliiniin etkilesimi ile gergeklesir.  Agr sisteminin
fonksiyonel olmamasi polisistren ylizeylere stafilokoklarin tutunmasini saglar. Bu
durum muhtemelen adhezyon molekiillerinin olumlu yonde regiilasyonu ve biyofilmden
ayrilmayi1 saglayan molekiillerin negatif regiilasyonu ile saglanmaktadir (Vuong ve ark.
2000).

Bakteri birkez tutunduktan sonra, bakteriler slime i¢inde ¢ogalmaya baslar ve
cok tabakali hiicre yapist olusturur. Hiicrelerin birbirine adhezyonu bu fazin belirleyici
faktorii olarak kabul edilmektedir. Stafilokoklarda interselliiler adhezyon, polisakkarit
interselliiler adhezin (PTA) adlandirilan bir ekzopolisakkariti igermektedir (Heilmann ve
ark.1997). Ancak, PIA iiretimi agr sistemi tarafindan regiile edilmemektedir. Ilging
olarak luxS S. epidermidis PIA fiiretimine neden olmamaktadir (Kong ve ark 2006).
Biyofilm olgunlasirken kiiclik hiicre kiimeleri olgun biyofilmden kopar. Ayrilan
hiicreler uzak bolgelere yayilir.  Bu nedenle biyofilmden parcalarin ayrilmasi
muhtemelen biyofilm iligkili infeksiyonun yayilmasi i¢in temel Oneme sahiptir.
Ayrilma asamasinda agr sisteminin kontrolii 6énemli rol oynamaktadir. agr mutant

suslarinin daha kalin biyofilm olusturmalari, bu nedenle, hiicrelerin ¢ogalma ve
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Olimlerine bagli olmayip, olgun biyofilmden hiicrelerin  ayrilamamasina
baglanmaktadir. Olgun biyofilmden hiicrelerin ayrilamamas: muhtemelen agr
mutantlarindaki bir grup kiigiik peptidin tiretiminin durmasindan kaynaklanmaktadir.
Phenol-soluble modulin (PSM) olarak bilinen bu amfipatik peptidler agr-bagimli olarak
tiretilmektedir. S. aureus ve S. epidermidis suslari, RNA III tarafindan kodlanan delta
toksini de igeren bir grup spesifik PSM’ye sahiptir. Bu peptidlerin amfipatik yapisi
biiyiik olasilikla biyofilmden bakteri hiicre gruplarinin ayrilmasimi kolaylastirmaktadir

(Kong ve ark 2006).

2.10.7. Biyofilme kars1 konak immun sistemin yaniti

Biyofilm matriksinin antifagositik ozellikleri fagositik hiicrelerin biyofilm
icindeki bakterileri fagosite etmesini ve 6ldlirmesini zorlastirmaktadir. Lokositlerin S.
aureus biyofilmine penetre olabildigi fakat bakterileri fagosite edemedigi gosterilmistir
(Clutterback ve ark 2007).

Cok sayida faktoriin konak immun sisteminin biyofilmleri eradike edememesine
neden oldugu diisliniilmektedir. Matriks  polisakkaritleri konak savunma
mekanizmalarina mani olmaktadir. S. epidermidis tarafindan iiretilen ekstraselliiler
polimerik substans makrofajlarin fagositik aktivitesine mani olmaktadir. Kronik kistik
fibrozisli hastalarda opsonik antikorlarin fagositoza katki saglamadig1 ve komplementin
baglanmasin1 engellemek suretiyle cogalan bakteri hiicrelerini elimine edemedigi
saptanmistir (Clutterback ve ark 2007).

Biyofilmlerin, ayni susun planktonik hiicreleri ile karsilastirildiginda konak
immun yanit1 iizerine farkli etkiler olusturdugu gdsterilmigtir. PMNL’ler tarafindan
respiratorik yikimin baslatilmast planktonik hiicrelerin aksine biyofilmler tarafindan

stimiile edilen hiicreler tarafindan azaltilmaktadir. Komplement sisteminin aktivasyonu
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ve buna bagl olarak indirekt fagositozun stimiilasyonu bakteri bir biyofilm i¢inde
bulundugunda azalmaktadir. Diger bir ifade ile komplement sisteminin aktivasyonu
bakteriler biyofilm icinde olduklarinda planktonik hiicreler ile karsilastirildiginda
optimal diizeyin altinda gerceklesmektedir (Clutterback ve ark 2007).

Konak immun savunmasina direng, ¢evreden mikrobiyal olmayan partikiillerle
etkilesim sonucunda da gerceklesebilmektedir.  Bu durum biyofilmin yapisim
etkilemekte ayni zamanda da konak savunma mekanizmalarindan da korumaktadir.
Insanlarda dogal kalp kapakgiklari iizerindeki biyofilmler bu tip etkilesim &rnek olarak
verilebilir. Bu biyofilmler i¢inde bakteriyal mikrokolonileri saran fibrin bakterileri
l6kositlerden korur ve infektif endokarditise neden olur. Biyofilmlerden serbest kalan
mikroorganizmalarin konak immun yanitindan kactig1 ve infeksiyona neden oldugu
bildirilmistir (Clutterback ve ark. 2007).

Biyofilm ic¢indeki tekrar siispanse edilip viicuda verildiginde in vitro
PMNL lerin oldiirticti etkisine daha az duyarli oldugu ve bunun nedeni olarak ise
PMNL ler tarafindan iiretilen aktif oksijen radikallerine biyofilm icindeki bakterilerin
direncli olmas1 gosterilmistir. Bu durum viicuda implante edilmis medikal cihazlardaki
biyofilmlerden ayrilan hiicrelerin kan dolasimindaki PMNL’lerin fagositik etkisine
direng gosterebilecegi ve kanda bir infeksiyon baglatabilecegini gostermektedir.
Planktonik hiicrelerin biyofilmdeki sesil hiicrelerin aksine spesifik toksin ve
proteazlarin sentezini artirdigini ve bu nedenle de konak savunma mekanizmalarini
asarak sepsis gibi akut infeksiyonlara daha sik neden oldugu belirtilmistir (Clutterback

ve ark. 2007).
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2.10.8. Antimikrobiyal ajanlara biyofilm direnci

Biyofilm icinde cogalan bakterilerin ayni susa ait planktonik bakterilerle
karsilagtirildiginda antimikrobiyal ajanlarin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda duyarli
oldugu gosterilmistir (Olson ve ark 2002, Amorena ve ark 1999, Ceri ve ark 1999).
Biyofilm ic¢indeki bakterilerin direncinde bilinen antibiyotik direng mekanizmalari
(effluks pompasi, enzim modifikasyonu ve hedef mutasyonu) rol oynamaz. Biyofilmin
antimikrobiyal ajanlara direncinden sorumlu olan 3 ana mekanizma bildirilmistir (Mah
TFC ve O’Toole GA 2001, Gilbert ve ark 1997, Stewart 2002)

Bu mekanizmalardan ilki antibiyotiklerin biyofilme penetre olamamasidir.
Ekzopolisakkarit matriksin iiretimi biyofilmlerin ayirici karakterlerinden biridir. Bu
matriks antibiyotiklerin biyofilm igindeki bakterilere diffiizyonunu engeller.
Antibiyotiklerin matriks ile reaksiyonu veya biyofilm matriks komponentleri tarafindan
adsorbsiyonu biyofilm i¢ine antibakteriyel ajanin transportunu sinirlandirabilir (Stewart
1996). Anderl ve ark. (2000), Klebsiella pneumonia tarafindan olusturulan biyofilme
ampisilinin penetre olamadigini hatta biyofilm icinde cogalan beta-laktamaz geni
yonlinden mutant K. pneumonia suslarmin bile ampisiline direngli oldugunu
gostermistir.

Biyofilmin antimikrobiyal ajanlara kars1 bir bariyer olup olmadigini belirlemeye
yonelik yapilan galigmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Pseudomonas aeruginosa
biyofilminin piperasilinin diflizyonunu engelledigi, S. epidermidis biyofilminin ise
rifampisin ve vankomisin difiizyonuna izin verdigi ve bu antibiyotiklerin etkin sekilde
biyofilme penetre olabildigi gosterilmistir. K. pneumoniae tarafindan olusturulan
biyofilme ampisilinin penetre olamadig1 hatta biyofilm icinde ¢ogalan K. pneumonia

beta-laktamaz mutantlariin bile ampisiline direncli oldugu gdsterilmistir. Biyofilm
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kalinlig1 ve antibiyotiklere diren¢ arasinda lineer bir korelasyon oldugu gozlenmistir
(Melchior ve ark 2006).

Bu sonuglar, ekzopolisakkarid matriksin antimikrobiyal ajanlarin difiizyonuna
kars1 tam bir engel olusturmadigint ve farkli mekanizmalarin da biyofilmdeki
bakterilerin antimikrobiyal direncine katki sagladigini gostermektedir.

Biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde ii¢lincii mekanizma biyofilmdeki
mikroorganizmalarin yavas biiyiime fazina girmeleridir. Bakteriler ihtiya¢ duyduklar
besin maddelerini ortamda bulamadiklarinda tiremeleri yavaslar ve aktif iireme fazinin
yavasladigi veya iliremenin olmadigi forma gecerler (Costerton ve ark 1999). Bu
durum, biyofilmlerde antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini gostermeleri i¢in ihtiyag
duyduklar1 aktif lireme gosteren bakterilerin sayisinin azalmasima ve sinirl etki
gdstermesine neden olmaktadir. Ornegin penisilin ve sefalosporinlerin aktif iiremeyen
bakteriler iizerine etkisi yoktur ve bakterileri 6ldiirme orani {ireme orani ile orantilidir.
Aminoglikozidler ve fluorokinolonlar dahil farkli sinifa ait antibiyotikler boliinmeyen
hiicreleri 6ldiirebilmekle birlikte hizli boliinen hiicrelere ¢cok daha etkilidir (Stewart
2002).

Biyofilmlerin antimikrobiyal direncinde ii¢lincii mekanizma biyofilmdeki
degismis kimyasal ortam ve persiste hiicrelerdir. Biyofilmlerde liremeyi sinirlandiran
kimyasal yapilar antibiyotik potensini de degistirebilmektedir. Ornegin tek basina
biyofilmdeki oksijen konsantrasyonu aminoglikozidlerin etkinligini sinirlandirabilir.
Biyofilmin anaerobik bdliimiinde bulunan bakteriler fermentatif 6zellikte olsalar bile bu
antibiyotiklerin etkisinden korunabilmektedir. =~ Benzer sekilde biyofilmdeki pH
degisimleri de antibiyotik etkinligi {izerine olumsuz etki gostermektedir (Melchior ve

ark 2006).
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Biyofilmlerdeki bakteriler sadece antibiyotikler tarafindan oldiirtilmeye degil
klorin ve glutaraldehid gibi kimyasal dezenfektanlara da diren¢ gostermektedir.
Biyofilmdeki persiste hiicre subpopulasyonu genis antibiyotik direncinden sorumlu
tutulmaktadir. Persiste hiicre populasyonu olduk¢a korunmus spor benzeri bir yapi
ozelligi gostermektedir. Uzun siireli antibiyotik tedavisi sonrasinda biyofilmdeki
bakteri populasyonun biiyiik bir kism1 dlmesine ragmen kiigiik bir bakteri populasyonu
etkilenmeden kalmaktadir. Cok ince biyofilmlerde bile bakterilerin antibiyotiklere
diisiik duyarhilik gelistirmeleri persiste hiicreler ile agiklanmaktadir (Stewart 2002).

Biyofilm i¢indeki P. aeruginosa’nin ofloksasin ve siprofloksasin gibi
fluorokinolon antibiyotikler ile doza bagimli 6ldiiriilmesine yonelik yapilan bir
calismada planktonik hiicreleri 6ldiiren dozlarin biyofilmdeki hiicrelerin ¢ogunlugunu
oldiirdiigiinii, ancak bakteri sayisindaki 3-4 logaritmiklik ilk azalmadan sonra
antibiyotik konsantrasyonundaki artisin dldiirme oranini degistirmedigini gdstermistir.
Bu c¢alisma fluorokinolonlarin uygulanmasindan sonra bile kii¢iik bir persiste hiicre

fraksiyonunun kaldigin1 gostermistir (Melchior ve ark 2006). Persiste hiicrelerin

bakteriyel populasyonun canlilifint devam ettirmesinden sorumlu oldugu kabul
edilmektedir ve persiste hiicrelerdeki fizyolojik degisikliklerin biyofilmlerin
canliliklarini siirdiirmesinde anahtar rol oynadigina inanilmaktadir. Genel olarak,
biyofilmden uzaklastirilan bakteriler ayni tlirlin primer planktonik hiicreleri kadar

duyarlidir (Ceri ve ark 1999)

2.10.9. Biyofilm ve mastitis

S. aureus’un meme bezi epiteline adhezyonu mastitisin patogenezisinde kritik
bir adim olarak kabul edilmektedir. Mastitise neden olan S. aureus suslarinin

cogunlugu meme bezi epiteline etkenin adhezyon ve kolonizasyonuna yardimei olan bir
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slime tabakasi ile ¢evrilidir (Vasudevan ve ark 2003). S. aureus’un neden oldugu akut
ve kronik mastitis infeksiyonlarinin mikroskobik incelenmesi bakterilerin epitelyum
hiicresi, meme alveolleri ve laktiferéz kanallar iginde kiimeler halinde lokalize
oldugunu ve interstisyel dokuyu invaze ettigini gostermistir. Bu bakteriyel kiimeler
patojen ile maruziyetten 24 saat sonra goriilmektedir (Melchior ve ark 2006).

S1gir mastitislerinden izole edilen S. aureus suslarinda ica lokusunun varligi ve
yayginlig1 ortaya konulmustur. Ancak, ica lokusuna sahip tiim izolatlarin spesifik
kiiltiir kosullarina bagli olarak in vitro yontemlerle (Congo Red Agar, Mikropleyt
Yontemi ve Standart Tiip Yontemi) slime olusturmadig belirlenmistir (Vasudevan ve
ark 2003).

Epidemiyolojik c¢alismalar S. aureus izolatlarinin in vitro antimikrobiyal
duyarliliklar1 ve antimikrobiyal tedavi sonrasi iyilesme oranlari arasinda diisiik bir
korelasyon oldugunu gostermistir (Sol ve ark 2000). S. aureus mastitislerinin
tedavisinde direncin biyofilm formasyonu ile aciklamaya yonelik farkli hipotezler
ortaya konulmus, biyofilm i¢inde ¢ogalan bakterilerin serbest halde bulunan ayni orijinli
bakterilere gore antimikrobiyal ajanlara 10-1000 kat daha direngli oldugu gosterilmistir
(Olsen ve ark 2002, Amorena ve ark 1999, Ceri ve ark 1999). Inek mastitislerinden
izole edilen S. aureus izolatlarindan biyofilm formasyonu ile iligkili ica lokusunun
yiiksek siklikla bulunmasi (Vasudevan ve ark. 2003), biyofilm formasyonunun S.aureus
mastitislerinin tedaviye direng gostermesinin nedeni olabilecegi hipotezine neden
olmustur (Melchior ve ark 2006).

Meme bezindeki fizyolojik degisiklikler bakteriyal gen ekspresyonunda
degisikliklere ve virulans genlerinin ekspresyonuna, patojenlerin iireme fazina
gecmesine ve yayllmasina da neden olmaktadir. Bu durum yangiya ve hastaligin klinik

belirtilerinin ortaya cikmasi ile sonuglanmaktadir. Faz varyasyonuna neden olan
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mekanizmalarin ve biyofilm olusumunun tam olarak ortaya konulmasi, ileride tedaviye
yonelik yeni konseptlerin ortaya ¢ikmasina neden olacak ve terapotik yaklasimlarin
etkinligini artiracaktir (Melchior ve ark 2006).

Bu caligmada, 127 S. aureus ve 65 KNS susunun biyofilm olusturma yeteneginin
tic farkli yontem kullanilarak arastirilmasi, biyofilm pozitif ve negatif stafilokoklarin

farkli antibiyotiklere kars1 olan direngliliklerinin degerlendirilmesi amaglandi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Bakteri Suslar
Calismada subklinik inek mastitislerinden izole edilen 127’si Staphylococcus aureus

ve 65’1 KNS olmak {izere toplam 192 stafilokok susu kullanildi.

3.1.2. Caliymada Kullanilan Besiyerleri

Blood Agar (Merck, 1.10886.0500)

Nutrient Substrate 20g
Agar 15¢g
NaCl S5¢g

Blood Agar besiyerinden 40 g tartilip 1 L distile suda eritildikten sonra otoklavda
121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Daha sonra besiyeri yaklagik 50 °C’ye kadar sogutuldu
ve % 7 oraninda defibrine koyun kani ilave edilip karstirildiktan sonra steril petrilere

dokiildii.

Mueller Hinton Agar (Merck, 1.10293.0500 )

Meat infusion 20¢g
Casein hydrolysate 175 g
Starch 1,5¢
Agar 13,0g
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Mueller Hinton Agar’dan 34 g tartilip 1 L distile suda eritildikten sonra otoklavda
121 °C’de 15 dakika tutularak sterilize edildi. Yaklasik 50 °C’ye kadar sogutulduktan

sonra steril petrilere 4-5 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.

Tryptic Soy Broth (TSA) (Merck, 1.05459)

Peptone from casein 17¢g
Pepton from soymeal I5¢g
K>;HPO4 25¢g
Glucose 25¢g
NaCl S8

Tryptic Soy Broth’dan 30 g tartilip 1 L distile suda eritildikten sonra tiiplere 10 ml

taksim edildikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (Merck, 1.10493)

Calf brain infusion solids 125¢g
Beef heart infusion solids 5¢g
Proteose peptone 10g
Glucose 2 g
Sodium chloride 5¢g
Di-sodium phosphate 25¢g

Congo Red Agar (CRA)’1n hazirlanmasinda kullanildi.
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Congo Red Agar (CRA)

Brain Heart Infusion Broth 37¢g
Sucrose 50g
Congo Red 0,8 ¢g
Agar 10g

Freeman ve ark (1989) tarafindan bildirilen metoda gore hazirlandi. Congo Red
konsantre solusyon olarak hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika ayri olarak
otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra Congo Red ilave

edildi ve iyice karistirildiktan sonra steril plastik petrilere dokiildii.

Antibiyotik Diskleri

Calismada, penisilin G (Oxoid, 10 mcg), amoksisilin/klavulanik asid (Oxoid, 30
mcg/20 mcg), eritromisin (Oxoid, 15 mcg), tetrasiklin (Oxoid, 30 mcg), gentamisin
(Oxoid, 10 mcg), ampisilin (Oxoid, 10 mcg), enrofloksasin (Oxoid, 5 mcg), vankomisin

(Oxoid, 30 mcg) ve teikoplanin (Oxoid, 30 mcg) antibiyotik diskleri kullanildi.

Fosfat Tamponlu Su (PBS)

NaCl 8g
KCl 02¢g
KH,PO,4 02¢g
Na,HPO,4.2H,0 141 g

Maddeler su icinde eritildikten sonra pH 7.2-7.4’e ayarland1 ve otoklavda 121

°C’de 15 dakika tutularak sterilize edildi.
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% 1’lik Safranin Solusyonu

Safranin lg

Distile su 100 ml

Safranin distile suda iyice eritilip 1 gilin bekletildikten sonra filitre kagidindan

stiziilerek koyu renkli sigselerde saklandi.

Hucker Crystal Violete

Crystal violete 2g
Ammonium oxalat 0,8 g
Ethanol (% 95) 20 ml
Distile su 80 ml

Ammonium oxalat 20 ml distile suda ve crystal violete ethanol i¢inde ayr1 ayri
eritildikten sonra karistirilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Oda 1sisinda bir giin

bekledikten sonra filtre kdgidindan siiziilerek koyun renkli sisede saklandi.

3.2. Yontem
3.2.1. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

Izolatlarm slime iiretme yetenekleri ii¢ farkli yontem ile arastirildi.

3.2.1.1. Congo Red Agar (CRA) Yéntemi Ile Biyofilm Uretiminin

Saptanmasi
Bakteri suglarit CRA’a ekim yapildiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda kuru kristalize siyah koloniler olusturan suslar biyofilm pozitif,
kirmizi veya pembe renkli koloni olusturan suslar ise slime negatif olarak

degerlendirildi.
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3.2.1.2. Mikropleyt (MP) Yontemi Ile Biyofilm Uretimin Saptanmasi

Stafilokok suslarnin kantitatif olarak slime iiretimlerinin belirlenmesi
Christensen ve ark (1985) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik yontem ile yapildi.
TSB’da 37 °C’de 18 saat siireyle iiretilen stafilokok suslar1 % 2 oraninda glukoz igeren
TSB ile 1/100 oraninda sulandirildiktan sonra steril diiz tabanli mikropleytin her bir
gbziine 0.2 ml konularak 37 °C’de 18 saat aerobik olarak inkiibe edildi. Siirenin
sonunda mikropleytin her bir goziindeki siv1 aspire edilerek PBS ile dort kez yikand1 ve
her bir goze 200 pl Hucker crystal violete boyasi ilave edilerek oda sicakliginda 45
dakika siire ile boyandi. Daha sonra kuyucuklar 3 kez distile su ile yikandi ve
mikropleyt kurutma kagidi {zerinde ters g¢evrilerek kurutuldu. Mikropleyt
kurutulduktan sonra 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (VersaMax ELISA
Reader, Amerika) optik dansiteleri belirlendi. Her sus i¢in ii¢ kez yapilarak okunan
optik dansite degerlerinin aritmetik ortalamalar1 alindi. Steril TSB negatif kontrol
olarak kullanildi. Optik dansite degeri 0.240’tan biiyiik olan suslar kuvvetli aderan,
0.120-0.240 olan suslar aderan, 0.120 ve altinda olan suslar ise aderans negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.1.3. Standard Tiip (ST) Yontemi ile Biyofilm Uretiminin Saptanmasi

Standard Tiip yontemi Christensen ve ark (1985) tarafindan bildirilen yonteme
gore yapildi. Bu amagcla test edilecek stafilokok suslarinin kanli agar’da iireyen saf
kiiltiirtinden tek bir koloni alinarak i¢inde 5 ml % 0.25 glukoz igeren TSB besiyerine
inokule edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiip igerikleri
bosaltilarak % 1’lik safranin soliisyonu ile oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Boya

dokiilerek tiipler steril PBS ile iki defa yikandi ve ters cevrilerek kurutma kagidi
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tizerinde kurumaya birakildi. Ertesi giin tiipilin i¢ yiizeyinde renkli bir film tabakasinin

olusumu ve yogunluguna gore (+), (++), (+++) veya (-) olarak degerlendirildi.

3.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Testi

Agar disk diflizyon testi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
2006) tarafindan belirtilen kriterlere gore yapildi ve degerlendirildi. Bu amagla, test
edilecek bakteri susunun fizyolojik tuzlu su i¢inde Mac Farland 0.5 yogunlugunda
siispansiyonu yapildi. Bakteri siispansiyonundan ekiivyon yardimiyla Mueller-Hinton
Agara ekim yapilarak antibiyotik diskleri steril bir sekilde yerlestirilerek 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakildi.  Antibiyotik disklerin cevresindeki inhibisyon zonlari

milimetrik cetvel yardimiyla dl¢iilerek degerlendirildi.

3.2.3. Istatistiksel Analiz
Calismada elde edilen degerlerin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (Statistical

Package for the Social Sciences) programi kullanildi. Slime pozitif ve negatif suslarin

antibiyotiklere olan direnclilikleri ile slime iiretme yeteneklerini belirlemede kullanilan

2
yontemler arasindaki farkliliklarin 6nem derecesini belirlemede Ki kare (y ) testi
kullanildi. Calismada bulunan P< 0,05 olasilik degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilm Uretimi

Stafilokok suslarinin CRA, MP ve ST yontemleri ile biyofilm iiretme yetenekleri
Tablo 1’de sunulmustur. Incelenen 127 S.aureus susunun CRA, MP ve ST testleri ile
strastyla %72.4°1 (92), %67,7°s1 (86) ve %62.9’u (80) 65 KNS susunun ise %81.5’u
(53), %73.3°1 (49) ve %72.3°1 (47) biyofilm iiretimi yoniinden pozitif bulundu (Resim
5, 6, 7). Suslarin biyofilm iiretimini belirlemede kullanilan {i¢ yontem arasinda fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Cizelge3.1. Stafilokok suslarinin farkli fenotipik yontemlerle saptanan biyofilm iiretme

yetenekleri
S. aureus (=127) KNS (=65)
Test Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif | Biyofilm Pozitif | Biyofilm Negatif
N % N % n % n %
CRA 92 72.4 35 27.6 53 81.5 12 18.5
MP 86 67.7 41 323 49 75.4 16 24.6
ST 80 63.0 47 37.0 47 72.3 18 27.7
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Sekil 4.1. Biyofilm iiretiminin Congo Red Agar yontemi ile degerlendirilmesi

(a-biyofilm negatif, b-biyofilm pozitif)

Sekil 4.2. Biyofilm iiretiminin mikropleyt yontemi ile degerlendirilmesi
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1 2 3 4

Sekil 4.3. Biyofilm iiretiminin standart tiip yontemi ile degerlendirilmesi

1-Kuvvetli pozitif (+++), 2-Pozitif (++), 3-Pozitif (+), 4-Negatif (-)

MP yontemi ile S. aureus suslarinin 39°u (%30.7) negatif, 48’1 (%37.8) orta
derecede aderans ve 40’1 (%31.5) kuvvetli aderan, KNS suslarinin ise 13’1 (%20)
negatif, 44’1 (%67.7) orta derecede aderan ve 8’1 (%12.3) kuvvetli aderan bulundu

(Tablo 2).

Cizelge3.2. Mikropleyt yontemi saptanan optik dansitelerine gore aderans degerleri

Negatif Orta Derecede Aderan | Kuvvetli Aderan
n % N % n %
S. aureus (n: 127) 39 30.7 48 37.8 40 31.5
KNS (n: 65) 13 20 44 67.7 8 12.3
Toplam (n: 192) 52 27.1 92 47.9 48 25
40 G BOL sasyPDF
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4.2. Antibiyotik duyarhhklari ve biyofilm olusumu ile iliskisi

Biyofilm pozitif (BP) ve negatif (BN) stafilokok suslarinin antibiyotik
duyarliliklar1 Tablo 3’de sunulmustur. SP ve SN stafilokok suslarinin tamami
vankomisin ve teikoplanine duyarli bulundu. SP 145 stafilokok susunun 107’si (%73.8)
penisiline, 101’1 (%69.7) ampisiline, 9’u (%6.2) amoksisilin-klavulanik aside, 30’u
(%20.7) tetrasikline, 31’1 (%21.4) eritromisine, 2’si (%1.4) gentamisine ve 1’1 (%0.7)
de enrofloksasine diren¢li bulundu. SN 47 stafilokok susunun ise 20’si (%42.6)
penisiline, 11’1 (%23.4) ampisiline, 2’si (%4.3) amoksisilin-klavulanik aside, 7’si
(%14.9) tetrasikline ve 9’u (%19.1) eritromisine direngli bulunurken, tamami
gentamisin ve enrofloksasine duyarli bulundu. SP suslarda penisilin, ampisilin ve
eritromisine karsi saptanan direng oranlart SN suglara gore yiiksek bulunmustur. Bu

oranlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

41



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Tablo 3. BP ve BN stafilokok suslarinin antibiyotik duyarliliklar

Biyofim Pozitif Biyofilm Negatif Toplam Direncli Izolat Sayis1

Antibiyotik S. aureus (=92) | KNS (=53) | S. aureus (=35) | KNS (=12) BP (=145) BN (=47) P
Penisilin 61 (%66.3) 43 (%81.1) 16 (%45.7) 4 (%33.3) 107 (% 73.8) 20 (%42.6) 0.03<
Ampisilin 57 (%61.9) 44 (%83.0) 8 (%22.9) 3 (%25.0) 101 (%69.7) 11 (%23.4) 0.001<
Amok-Klav. Asid 9 (%9.8) 0 (%0.0) 2 (%55.7) 0 (%0.0) 9 (%6.2) 2 (%4.3) >0.05
Tetrasiklin 17 (%18.5) 13 (9%24.5) 5(%14.3) 2 (%16.7) 30 (%20.7) 7 (%14.9) >0.05
Eritromisin 18 (%19.6) 13 (%24.5) 7 (%17.2) 2 (%16.7) 31 (%21.4) 9 (%19.1) 0.035<
Gentamisin 1 (%l1.1) 1 (%1.9) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 2 (%1.4) 0 (%0.0) >0.05
Enrofloksasin 1 (%l1.1) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 1 (%0.7) 0 (%0.0) >0.05
Vankomisin 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) >0.05
Teikoplanin 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) 0 (%0.0) >0.05
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5. TARTISMA

Hayvan sagligin1 ve refahin1 olumsuz yonde etkileyen mastitis, siit veriminde azalma,
artan tedavi giderleri, yiiksek kesime sevk edilme orani ve hatta dliimler nedeniyle siit sigir1
yetistiriciliginde énemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Barkema ve ark 2006).

Stafilokoklarin sahip olduklar1 ekzotoksinler ve yiizey proteinleri yaninda, biyofilm
iiretiminin de artan oranda 6nemli bir virulens faktorii oldugu vurgulanmaktadir (Melchior ve
ark 2006, Kavaoli ve ark 2005, Fox ve ark 2005, Vasudevan ve ark 2003, Cucarella ve ark
2002). Biyofilm meme bezi epitelyumuna stafilokoklarin aderansinit ve kolonizasyonunu
kolaylastirdigi  gibi, immun sistemin savunma mekanizmalarindan stafilokoklarin
kurtulmasina ve siklikla da kalic1 infeksiyonlar olusturmasina yardimci olmaktadir (Cucarella
ve ark 2001, Baselga ve ark 1993).

Oliveira ve ark.(2006) subklinik inek mastitislerinden izole ettikleri 16 S. aureus
susunun CRA yontemi ile 6 (%37.5)’sin1, MP yontemi ile 3 (%18.75)’iind, 16 S. epidermidis
susunun 6 (%37.5)’sin1 ise hem CRA hem de MP ydntemi ile biyofilm olusturma yetenekleri
yoniinden pozitif bulmuslardir. Tiirkyilmaz ve ark. (2006), c¢esitli hayvansal klinik
orneklerden izole edilen 180 stafilokok (90 KPS ve 90 KNS) susunun biyofilm olusturma
yeteneklerini CRA, MP ve ST yontemleri ile arastirmislar ve sirasiyla KPS’lerde %77.7,
%74.4 ve %66.6, KNS’lerde ise %44.4, %36.6 ve % 34.4 oraninda pozitiflik saptamislardir.
Vasudevan ve ark. (2003) mastitisli inek siitlerinden izole edilen 35 S. aureus susunun CRA
yontemi ile 32 (%91.4)’sini ve MP yontemi ile 24 (%68.6)’linli biyofilm iiretimi yoniinden
pozitif bulmuslardir. Fox ve ark. (2005) 117’si inek siitlinden, 70’1 meme kanali derisinden
ve 34’ sagim makinelerinden olmak iizere toplam 221 S. aureus izolatinin biyofilm
olusturma yetenegini MP yoOntemi ile arastirmiglardir. Arastiricilar, siit 6rneklerinden izole

edilen S. aureus izolatlarinin %@41.4’linli, meme bast derisinden izole edilen izolatlarin
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%?24.7’uinii ve siit sagim makinelerinden izole edilen izolatlarin ise %14.7 ni biyofilm
iiretimi yoniinden pozitif bulmuslardir. Bu calismada CRA, MP ve ST yontemleri ile S.
aureus suslarinda saptanan %72.4, %67.7 ve %63.0 oranindaki biyofilm pozitifligi
Tiirky1lmaz ve ark (2006) ile Vasudevan ve ark. (2003) tarafindan bildirilen bildirimlerden
diistik, diger arastiricilarin bildirimlerinden yiiksek, KNS suslarinda saptanan %81.5, % 754
ve %72.3 oranindaki biyofilm pozitifligi ise yukaridaki bildirimlerden yiiksek bulunmustur.

Stafilokoklarda biyofilm iiretiminin tespit edilmesinde CRA ydnteminin ¢ok daha
spesifik oldugu bildirilmistir. Vasudevan ve ark (2003), icaA ve icaD genleri yoniinden
pozitif olan 35 S. aureus susunun 32’inde CRA yontemi ile pozitiflik saptarken MP yontemi
24°lnde pozitiflik saptamiglardir. Oliveira ve ark (2006) 16 S. aureus susunu biyofilm
iiretimi yoniinden CRA, ST ve FISH (fluorescent in situ hybridization) yontemleri ile
aragtirmiglar ve MP ile %18.75’ini, %37.5’ini ise hem CRA ydntemi hem de FISH yontemi
ile pozitif sonu¢ verdigini saptamiglardir. Arastiricilar FISH ve CRA ydntemleri arasinda
yliksek uyum oldugunu (Kappa=1) belirtmislerdir. Bu c¢alismada CRA yontemi ile S. aureus
suslarinin biyofilm olusturma yetenekleri %72.4 (92) ve KNS suslarinin ise %81.5 (53) olarak
bulundu. Ancak, stafilokoklarin biyofilm olusturma yeteneklerini belirlemede kullanilan
metodlar arasinda istatistiksel olarak énemli farklilik bulunmadi (p>0.05).

Calismamizda MP ve CRA yontemleri ile karsilastirildiginda ST yontemi ile diisiik
pozitiflik saptandi. Bu durum, zayif biyofilm iireten suglarin ST ile degerlendirilmesinin zor
olmasina ve bu teknige asina olmayan arastiricilar tarafindan sonuglarinin yorumlanmasindaki
giicliige baglanabilir (Christensen ve ark 1985).

Biyofilm formasyonunun fenotipik ekspresyonu in vitro kosullara olduk¢a duyarlidir
(Oliveira ve ark 2006, Christensen ve ark 1987, Baselga ve ark 1983). Vasudevan ve ark
(2003), CRA veya MP yonteminde biyofilm formasyonunun in vitro kosullara duyarh

olabilecegini, farkli fenotipik yontemlerin ve genotipik metodlarin birlikte kullanilmasi
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gerekliligini vurgulamiglardir. Bu nedenle, arastiricilar biyofilm formasyonu yoniinden
genotipik pozitif fakat fenotipik negatif suslarin dogru bir sekilde tespit edilmesi i¢in farkli
metodlarin birlikte kullanilmasini 6nermislerdir (Arciola ve ark 2006, Fox ve ark 2005,
Vasudevan ve ark 2003).

Biyofilm i¢inde iireyen bakterilerin in vitro antimikrobiyal ajanlara ayni susun
planktonik formlarina gore daha direncli oldugu gosterilmistir (Sahin 2007, Melchior ve ark
2006, Olson ve ark 2002, Amorena ve ark 1999, Ceri ve ark 1999). Bilinen direng
mekanizmalarinin disindaki mekanizmalarla gerceklesen bu tarz direng, antibiyotiklerin
biyofilm i¢ine difiizyonunun azalmasi, biyofilm icinde bakterilerin yavas tireme hizlar1 ve
biofilm i¢indeki degisen cevresel kosullara bagl olarak ger¢eklesmektedir. Bu durum tedavi
sonrasi tekrarlayan infeksiyonlarin goriilmesine ve etkenin viicut i¢inde yayilmasina neden
olmaktadir. Tiirkyllmaz ve Eskiizmirliler (2006), inceledikleri stafilokok suslarinda en
yiiksek diren¢ oranini penisilin (BP: %49, BN: %42.6), metisilin (BP: %24.5, BN: %15.7)
ampisilin (BP: %23.6, BN: %14.2) ve gentamisine (BP: %13.6, BN: %12.9) kars1 saptarken
tiim izolatlar1 vankomisine duyarli bulmuslardir.  Arastiricilar c¢alismada kullanilan
antibiyotiklere SP suslarin daha yiiksek diren¢ gosterdigini saptamislardir. Sahin (2007),
giiclii biyofilm olusturan 8 klinik S. aureus susu ile 5 kontrol susunun vankomisin, linezolid,
dalfopristin, quinopristin ve dalfopristin-quinopristine olan minimal inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri ve biyofilm olusturmus suslar iizerine etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar
biyofilm bakterilerinin planktonik bakterilere oranla 8-1280 kat daha fazla direngli oldugunu,
biyofilm olusturmus bakterilerin inhibisyon ve eradikasyonunun gii¢ oldugunu ve
antibiyotiklerin MIK degerlerinin ¢ok daha iistinde dozlarda kullanilmasi gerekliligini
vurgulamiglardir. Yildirim (2003), cesitli klinik materyallerden izole ettigi 90 KNS susunun
antibiyotiklere karst direncglilik oranin1 BP suslarda, BN suslara gore istatistiksel olarak

anlamli olmamakla birlikte yiiksek bulmustur. Bu c¢alismada da BP suslarda daha yiiksek
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antibiyotik direnci saptandi. BP suslarda penisilin, ampisilin ve eritromisine kars1 saptanan

diren¢ orani BN suslarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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6. SONUC

Sonug olarak subklinik inek mastitislerinden izole edilen stafilokok suslarinin yiiksek
oranda biyofilm iirettigi, biyofilm olusumunun stafilokok infeksiyonlarinda 6nemli bir
virulans faktorii oldugu, CRA yonteminin biyofilm olusturan stafilokok suslarini saptamada
pratik ve gilivenilir oldugu ve biyofilm olusturan stafilokok suslarinin neden oldugu mastitis
vakalarinin tedavisinde alternatif antibiyotik segeneklerinin kullanilmasi gerektigi sonucuna

varilmuistir.
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