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OZET
MASTITIS IZOLATI STAFILOKOK SUSLARINDA VANKOMISIiN
DIRENCLILiIGININ FENOTIiPiK VE GENOTIiPiK OLARAK
ARASTIRILMASI
Amag: Bu ¢alismada mastitis izolati stafilokok suslarinda vankomisin direngliliginin,
diger bazi antibiyotiklere direngliliginin ve bazi viriilens faktorlerinin fenotipik ve
genotipik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.
Materyal ve metot: Calisma kapsaminda 100 adet stafilokok izolat1 incelendi. Izolatlar
PCR ile identifiye edildi. Tim izolatlarin okzasilin, vankomisin, teikoplanin,
trimetoprim-sulfometaksazol, tetrasiklin, penisilin G, sefaperazon ve amoksisilin-
klavulonik asite kars1 antibiyotik direnglilikleri Kirby bauer disk difiizyon yontemi ile
belirlendi. Vankomisin direngli izolatlarin Minimal Inhibe Edici Konsantrasyonlari
(MIK)’nin belirlenmesi broth mikro diliisyon teknigi ile gerceklestirildi. Vankomisin
direng genotipleri PCR ile belirlendi. Vankomisin direngli izolatlarin filogenetik
yakinliklari RAPD-PCR ile arastirildi. Staphylococcus aureus izolatlarinda viriilenste
rol oynadig1 bilinen coa ve spa genlerinin polimorfizmleri PCR ile arastirildi.
Bulgular: izolatlarin 73 adeti S. aureus ve 27 adedi de Staphylococcus spp. olarak
identifiye edildi. Izolatlarin 9, 5, 5, 7, 6, 4, 11 ve 17 adedi sirasiyla 8, 7, 6, 5, 4, 3,2 ve 1
antibiyotige kars1 direngli oldugu belirlendi. Otuzalt1 adet izolatin tiim antibiyotiklere
duyarli oldugu saptandi. Staphylococcus spp. izolatlarinda vankomisin direnci
bulunmazken, 9 adet S.aureus izolatinda vankomisin direnci belirlendi. Vankomisin
direngli izolatlarin 2 adetinin 64 pg/ml ve 7 adetinin de 32 pg/ml oraninda vankomisine
direngli oldugu saptand:. Iki adet izolatin vanA ve 3 adetinin de vanR genini igerdikleri
saptand1. Dort adet izolatta ise incelenen direng genleri belirlenemedi. Vankomisin
direngli suglarin %51-75 oraninda benzerlik gosteren 9 adet tekli genotip gosterdikleri
belirlendi. S. aureus izolatlarindan 48 adeti 9 farkli profilde coa polimorfizmi gosterdi.
Otuzbes izolati ise coa geni icermedigi belirlendi. incelenen 73 adet izolatin spa geni
icerdigi ve 4 farkl profilde olduklar1 saptandi.
Sonug¢: Mastitis kokenli stafilokok suslarinda vankomisin direncinin belirlendi ve bu
suslar1 iceren siitlerin ve siit {irlinlerinin halk sagligi yoniinden bir risk teskil ettigi
kanisina varildi.
Anahtar Kelimeler: PCR; mastitis; Staphylococcus spp.; vankomisin

Mehmet Onur GOKDAG, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2017



ABSTRACT
THE PHENOTYPIC AND GENOTYPIC INVESTIGATION OF
VANCOMYCINE RESISTANCE AMONG MASTITIS ISOLATES OF
STAPHYLOCOCCI
Aim: This study was aimed to determine the vancomycin resistances, antibacterial
resistance profiles and some virulence genes pheno- and genotypically among
staphylococci from mastitis.
Material ve methods: A total of 100 staphylococal isolates which are available in our
culture collection were investigated. The isolates were identified by PCR. The
antibacterial resistances of the isolates against oxacillin, vancomycin, teicoplanine,
trimetophrim-sulfometaxazole, tetracycline, penicilline G, cefaperazone and
amoxicillin-clavulanic acide were determined by Kirby Bauer disc diffusion method.
The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of vancomycin for phenotypically
vancomycin resistant isolates were investigated by broth micro dilution technique. The
vancomycin resistance genotypes were determined by PCR. The phylogenetic relation
among vancomycin resistant isolates were determined by RAPD-PCR. coa and spa
polymorphisms of Staphylococcus aureus isolates were determined by PCR.
Results: Seventy-three and 27 of the isolates were identified as S.aureus and
Staphylococcus spp., respectively. The 9, 5, 5, 7, 6, 4, 11 and 17 isolates were
determined as resistant to 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 and 1 antibiotics, respectively. Thirty-six
isolates were found as sensitive to all antibiotics. Nine S.aureus isolates were found as
vancomycin resistant. Among these isolates, the MIC of vancomycin for 2 isolates were
64 ng/ml and for 7 isolates MIC values were 32 ng/ml. Two and 3 of the isolates carried
vanA and vanR genes, respectively. Four of the isolates did not carry any investigated
van genes. The phylogenetic relations of the vancomycin resistant isolates were
calculated as 51-75% and showed 9 unique genotypes. Forty-eight of the isolates
showed polymorphism in coa gene and had 9 different coa profiles. All the investigated
isolates carried spa gene and showed 4 different profiles.
Conclusion: In a study, determining the vancomycine resistant isolates from mastitis
isolates of staphylococci were showed that the milks and milk products which carry
vancomycine resistant staphylococci possess a risk for public health.
Keywords: PCR; mastitis; Staphylococcus spp.; vancomycine
Mehmet Onur GOKDAG, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, July-2017
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Koagulaz negatif

: Koagulaz

: Koagulaz pozitif

: Fibronektin baglayici proteinler A

: Fibronektin baglayici proteinler B

: Hidrojen peroksit

: Orta derecede duyarl

: immunglobulin

: Magnezyum klortir

: Minimal Inhibe Edici Konsantrasyon
: Sodyum kloriir

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Direngli

: Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA- polimeraz zincir reaksiyonu
: Duyarli

: Stafilokokkal protein A

: Toksik sok sendrom toksin-1
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1.GIRIS

Sigir varligr bakimindan diinyada 27, AB iilkeleri i¢inde 3. sirada yer alan
Tirkiye, 6nemli bir hayvancilik potansiyeline sahip olmasina ragmen elde edilen verim
bakimindan diinya standartlarinin ¢ok altinda bulunmaktadir. Siit ve siit {irlinleri
tiretiminde mevcut materyal ile olmasi1 gereken {iretim seviyesi arasinda biiyiik fark
bulunmaktadir. Siit {iretiminde istenilen hedeflere ulasmak i¢in seckin gen kaynaklarina
sahip olmak bir yana birakilirsa, mevcut materyalden yeterince yararlanamamak da
ekonomik kaybin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bu kaybin olusmasina katkida
bulunan faktorler arasinda meme hastaliklart 6nemli yer tutmaktadir (Anonim, 2007;
Ding, 1995).

Tiirkiye’de siit tiretiminde ilk sirada bulunan siit¢ii ineklerin payr her gegen yil
artmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2005 yilinda siitcii
ineklerden elde edilen siit, toplam iiretilen siitiin %90.26’sin1 olustururken, 2007 yilinda
bu oran %91.26° ya ¢ikmistir (Anonim, 2007). Tarimsal ekonominin énemli ve dinamik
bir sektoriinii olusturan siit endiistrisinin ve siit sigir1 yetistiriciliginin tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de karsilastigi en biiyiikk sorunlarin basinda “Mastitis”
gelmektedir (Bastan ve ark., 2001). Mastitis latent, subklinik ve klinik olarak
goriilebilmektedir. Subklinik mastitis meme dokusunda ve siitte gozle goriilebilen
bozukluklara yol agmayan, ancak uzun siirecte siit veriminde azalma ve kalitesinde
diismeyle seyreden bir meme yangisi olarak tanimlanmaktadir (Bastan ve ark., 1997b).
ABD’nde mastitis nedeniyle meydana gelen yillik zararin toplam 2 milyar dolar
(Schroeder, 1997), Japonya’da yillik yaklasik 69 milyar yen zarar olusturdugu
(Sugimoto ve ark., 2006) ve Ingiltere’de ise 300 milyon sterlin oldugu tahmin
edilmektedir (Hillerton ve Berry, 2005). Tirkiye'de yi1lda 11 milyon ton siit {iretildigi,
siit ineklerinin ortalama % 30'unun mastitisli oldugu, mastitis nedeniyle siit verimindeki
azalmanin yaklasik %10 oldugu goriilmektedir. Mastitisler toplam sigir hastaliklarinin
% 26'sin1 olusturmaktadirlar. Ulkemizde &nceki yillarda yapilan arastirmalarda birgok
mastitis vakasi tespit edilmis, tespit edilen vakalarin gogunlugunun subklinik olarak
seyrettigi goriilmiistiir (Ozdemir, 2005, Yesilmen ve ark., 2012). Ulkemizde mastitiste
bagli ekonomik kaybin yilda yaklasik 57,7 milyon TL oldugu tahmin edilmektedir ve
mastitis kontrol programi i¢in harcanan paranin 5 katinin verim olarak geri donecegi

bildirilmektedir (Tekeli, 2005; Cokal ve Konus, 2012). Tiirkiye’de siit¢ii sigirlardaki



mastitisin durumu, hastaligin olusumunda rol oynayan etkenler ve tedavisi ile ilgili
cesitli calismalar yapilmistir (Bastan ve ark., 1997a; Giilcii ve Ertag, 2002; Kiipliilii ve
ark., 1995; Koker ve Salmanoglu, 2000; Rigvanli ve Kalkan, 2002).



2.GENEL BIiLGILER

S1gir mastitisleri siit isletmelerinde azalan siit iiretimi, artan tedavi masraflari,
itlaf ve 6liim oranlar1 nedeniyle isletmeler ve iireticiler i¢in maliyetli ve multifaktoriyel
bir hastaliktir. Mastitis, fiziksel ve kimyasal ajanlarla birlikte cogunlukla ¢esitli
infeksiydz ajanlar (genellikle bakteriler) tarafindan olusturulmaktadir. Mastitisli inek
siitlerinde bakteriyel, viral ve fungal olmak tlizere 130’dan fazla farkli mikroorganizma
tirii izole edilmistir. En yaygin bakteriyel mastitis nedenleri Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve
Enterococcus faecalis gibi patojenlerdir (Bray ve Shearer, 1994). S.agalactiae ve
S.aureus infekte sigirlarda kontagiydz infeksiyona neden olan meme patojenleri iken E.
faecalis, E.coli, S.uberis ve S.dysgalactiae ¢evresel kaynakli, altlik, toprak gibi
yerlerden fekal kontaminasyon ile infeksiyon olusturan bakterilerdir. Olusan meme
infeksiyonlarinin siddeti ise bakterilerin sahip olduklar1 virulens faktorlerine ve konak
cevabina gore degismektedir. Infeksiyonun olusmasi igin &ncelikle meme bezine
bakterilerin kolonize olmasi gerekmektedir. Kolonizasyonun saglanmasi mastitis
etkenlerinin epitel hiicrelerine adezyonu ile baslar ve bakterinin sahip oldugu cesitli
virulens ozellikler ile infeksiyon devam ettirilir. Son yapilan calismalarda gelistirilen
molekiiler teknikler ile bakterilerin viriilens Ozellikleri arastirilmis ve c¢evresel
kosullarin  degisimi, infeksiyon sirasinda konak-bakteri arasindaki etkilesimler
sonucunda virulens 6zelliklerin ortaya ¢ikma durumunun da degistigi belirlenmistir.

Stafilokoklar1 ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamig, 1880°de Pasteur sivi
besi yerinde iiretmis ve 1881°de Iskogyali cerrah Alexander Ogston fare ve kobaylar
icin patojen oldugunu vurgulamistir. Staphylococcus ismi Grekge “staphyle” (iliziim
salkimi) tabirinden tiiretilmistir ve karakteristik kiimelenmeler yaptiklarindan dolayi
Alexander Ogston tarafindan secilmistir. Rosenbach 1884°’te beyaz renkli kolonileri
Staphylococcus albus, sari-portakal rengi kolonileri ise Staphylococcus aureus olarak
iIsimlendirmistir. Bakteride 1900 yilinda alfa toksini, 1935 yilinda ise beta
toksini, 1938’de gama ve 1947’de de delta toksini bulunmustur. 1978’de bakterinin
“Toksik Sok Sendromu” adinda yeni bir hastaliga neden oldugu bulunmustur.

Staphylococcus aureus, hem subklinik hem de klinik mastitis vakalarinda
olduke¢a fazla bulunmakta olup en ¢ok karsilasilan kronik mastitis etkenlerinden biridir.

Vakalar genellikle subklinik olup ne siitte bir anormallik ne de memede belirlenebilir



bir degisiklik yoktur. Bazi sigirlarda o6zellikle buzagilamadan sonra klinik mastitis
olaylar1 patlak verir. Subklinik mastitis vakalari diger sigirlar i¢in bir infeksiyon
kaynag1 olusturabilmekte olup klinik olanlara kiyasla 40-50 kez daha fazla sekillenmesi
hastaligin ekonomik 6nemini artirmaktadir (Quinn ve ark., 1994). Giliniimiizde S. aureus
nedenli sigir mastitis vakalarindan uzaklastirilmasima yonelik yapilan calismalar
yetistiricilerin birden fazla ve belki de bilinmeyen bazi rezervuarlari belirlemedeki
yetersizliklerine bagli olarak tiim infeksiyonlar1 ortaya koyamamalar1 ve bircok
antibiyotik tedavi girisimleri sonucunda ortaya ¢ikan antibiyotik direngliligi yiiziinden
basarili olamamaktadir (Fox ve ark., 2001).

Stafilokoklar Micrococcaceae ailesine ait olup, fakiiltatif anaerobik, Gram
pozitif, katalaz pozitif koklardir. Stafilokoklarin ideal iireme sicakliklar1 37°C
civarindadir. Laboratuvarlarda besi yerlerinde 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon siiresinde
tireme gozlenir. Kolonileri diizgiin ve ortalama 2-4 mm ¢apindadir. Karbonhidrat
fermentasyonu gozlenebilir. Pigment iretimi sonucu farkli renkte koloniler
olusturabilirler. Ornegin S. aureus altin saris1, S. epidermidis ise beyaz renkte koloni
olusturur. Eger anaerobik sartlar mevcutsa pigment olusturamazlar (Tanribuyurdu,.
2014). Stafilokoklar yiiksek NaCl derisimlerinde (%10-15) iireyebilirler bununla birlikte
kanli agar, nutrient agar, triptik soy agar veya beyin kalp infiizyon agar gibi bircok besi
yerinde de trerler. S. aureus yiiksek tuz yogunlugunda iireyebilir. S. aureus diger
stafilokoklardan mannitol salt agar’da koloniler etrafinda sari bir hale olusturmasiyla
ayrilir. Fakat S. saprophyticus gibi diger bazi stafilokoklar da MSA’da benzer koloniler
olusturabilirler. Patojen olan stafilokok suslarinda pigment ve hemoliz goriilebilir.
Patojenik stafilokok suslarinin ayiriminda 6zel besi yeri olarak DNase testi i¢in DNase
agardan yararlanilir. Stafilokoklar genel sivi besi yerlerinde 24 saatlik inkiibasyon
sonunda orta dereceden koyuya kadar degisen bir bulaniklik olusturur. Siv1 besi yerinde
tireyen stafilokoklar pigment olusturmazlar. Genellikle aerobiktirler. S. saccharolyticus
ve S. aureus subsp. anaerobius tiirleri zorunlu anaerobiktir. Fakiiltatif anaerob tiirleri
de bulunmaktadir. Anaerobik ortamda glukozdan asit olusumu gozlenmektedir.
MacConkey agarda da iireme yetenegine sahiptirler. Patojen stafilokoklar kiiltiir
ortaminda +4°C’ de 2-3 ay, -20°C’de ise 3-6 ay canli kalabilirler. Stafilokoklar, sporsuz
olmalarina ragmen dis etkenlere ve dezenfektanlara karsi en c¢ok dayanabilen

bakterilerdir. 60°C’ye 30 dakika civarinda dayanabilirler. Sodyum kloriiriin %9’luk



konsantrasyonlarina ve sakkaroza toleranshdirlar. %2’lik fenolde 15 dakikada inaktive
olurlar. Buna karsin alkol ve iyot gibi antiseptiklere de olduk¢a duyarlidirlar (Koneman
ve ark., 2005).

Stafilokoklarin siniflandirmasinda koagulaz iiretimi en 6nemli biyokimyasal
ozelliklerdendir. Stafilokoklar; koagulaz pozitif (CPS) ve koagulaz negatif (CNS)
olarak ikiye ayrilir. S. aureus, koagulaz pozitiftir ve en Onemli patojendir. Diger
koagulaz pozitif olanlar S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. aureus subsp.
anaerobius, S. delphini, S. hyicus ve S. intermedius 'tur. Koagulaz negatif stafilokoklar
daha onceleri sadece normal flora bakterisi olarak goriiliirken giiniimiizde patojen
etkenlerinin de oldugu bilinmektedir. Koagiilaz-negatif stafilokoklar da sigir mastitisine
neden olabilmektedirler (Taponen ve Pyorola, 2000). Insanlarda ve hayvanlarda
infeksiyonlarina neden olan en Onemli tir S. aureus’tur. S. epidermidis ve S.
saprophyticus firsat¢1 patojenlerdir ve genellikle infeksiyon olusumuna sebep olurlar. S.
haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans firsatg1
patojenlerdir ancak daha az infeksiyona neden olurlar. S. aureus, S. auricularis, S.
intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus ise herhangi bir gruba dahil edilmemistir
(Ucan, 2014).

Stafilokoklarin genomlar1 yaklagik 2000-3000 kbp biiytikliikkte kromozom ile
profajlar, plazmidler ve transpozonlardan olusmaktadir. Stafilokokal DNA’da diisiik
oranda Guanin ve Sitozin (G+C) bulunur. G+C igerigi % 30-39 mol arasindadir.
Bununla beraber Micrococcus iiyelerinde G+C igerigi % 68-74 moldur. S. aureus’un
genomu, 2500°e¢ yakin geni kodladigi diisliniilen 2800 kbp uzunlugunda tek bir
kromozomdan olusur ve ortalama % 32 mol G+C igerir. S. epidermidis’in genomu,
2500 kbp uzunlugundaki bir kromozom ve ¢esitli sayidaki plazmidlerden (S.
epidermidis ATCC12228 alt1 plazmid ve RP62A susu tek plazmid igerir) olugsmaktadir.
Bu tiirler % 32’lik G+C igerigine sahiptir ve 2400-2500 kodlanmis sekans i¢ermektedir
(Baba ve ark., 2002).

Mastitise neden olan S. aureus suslarinda virulenste rol oynayan bir ¢ok faktor
oldugu bildirilmistir. Bu faktorler arasinda ekzotoksinler, ylizey proteinleri (Takeuchi
ve ark., 2001) ve ekstraseliiler polisakkaritler (Aguilar ve ark, 2001) yer almaktadir.
Ayrica mastitise neden olan S.aureus suslarinda slime faktor {iretiminin patogenezde

etkili olan 6nemli bir virulens faktor oldugu da belirlenmistir (Takeuchi ve ark., 2001).



Mastitis patogenezindeki ilk agamanin S. aureus’un meme bezi epiteline adhezyonunun
oldugu diistiiniilmektedir (Cifrian ve ark., 1994). Meme bezi epiteline aderens ve
kolonizasyonda slime faktorii rol oynamaktadir. Slime faktor iireten S. aureus
suslarinin tiretmeyen suslara oranla dikkate deger oranda daha fazla kolonizasyon
kapasitesinde olduklar1 belirlenmistir (Baselga ve ark., 1993). Slime faktor tretimi
ayrica antibiyotiklere direngte de rol oynamaktadir ve slime faktor iireten suslarin
iiretmeyenlere oranla antibiyotiklere daha direngli olduklar1 bildirilmistir (Amorena ve
ark., 1999).

Stafilokok virulansinda etkili olan en 6nemli faktorler hiicre duvari, kapsiil,
yiizey proteinleri, toksinler ve enzimlerdir.

Stafilokoklarin hiicre duvarmin kuru agirhiginin yaklasik %50°si peptidoglikan
tabakadir. Bu tabaka insandaki Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzerlik
gosterir. Makrofajlardan sitokin salinimini uyararak, komplemanin aktivasyonuna yol
acar ve trombosit agregasyonuna neden olur. Bunun disinda monositlerden interlokin-1
saliimini uyarir ve lokositlerin infeksiyon bolgesine toplanmasini saglayarak apse
olusumuna sebep olur. Stafilokoklarin hiicre duvarinda yer alan teikoik asit sadece
Gram pozitif bakterilerde bulunur. Teikoik asit stafilokoklarin konaga adherensini
saglar.

Cogu S. aureus’un kokeninde bakteriyi fagositozdan koruyan ve konak
hiicrelere adherensini saglayan ekzopolisakkarid yapida bir mikrokapsiil bulunmaktadir.

S. aureus’un kolonizasyon siirecini baglatan konakg¢1 hiicre yiizeyine tutunmasi
bazi adhezinler araciligiyla olur. S. aureus adhezinlerinin biiyiik bir sinifi hiicre
peptidoglikanlarina tutunan ortak Protein A (spA) olarak isimlendirilen proteinleri
igerir. Protein A IgG3 hari¢ diger IgG’ lerle, IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reseptorleri ile
birlesebilmektedir. Bu nedenle protein A’nmin antikomplemanter ve antifagositer
etkinligi vardir.

Protein A spesifik bakteriyel antijenlere karsi Ig molekiiliine baglanmasi ve
bakteriyi agliitine etmesi gibi oOzellikleri bakimindan immunoloji ve diagnostik
laboratuvar teknolojisinde dnemli bir reaktif haline gelmistir (Koneman, 2005).

Diger stafilokokal yiizey proteinleri; fibronektin baglayici proteinler A ve B
(FnbpA ve FnbpB), kollojen baglayici protein, elastin baglayici protein ve kiimelestirici

faktor (Clf) A ve B proteinleridir. Kimyasal yapilari ve hiicre duvari yerlesimleri



birbirlerine benzer olan bu proteinler; stafilokoklarin konak dokularinda kolonize
olmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Sareyyiipoglu B, 2013).

Stafilokoklarin hiicre zarina etkili oldugu bilinen 5 sitotoksini vardir.
Bunlardan alfa, beta, delta ve gama toksinleri hemolizin 6zelligindedir. Leukosidin adli
toksin 16kositler iizerine etkilidir. Eksfoliatif toksin dermatitislere neden olur. Toksik
sok sendrom toksin-1(TSST—1) insanlarda toksik sok sendromunun nedenidir.

Stafilokoklar enterotoksin de {iretebilmektedirler. Bazi S. aureus ve S.
epidermidis suslarinin enterotoksin iiretme yetenegi oldugu saptanmustir. Serolojik
olarak A, B, C, D ve E harfleri ile ifade edilen 5 gruba ayrilabilirler (Cavusoglu, 2012).

Stafilokoklarin virtilensinde rol oynayan bir¢ok enzim bulunmaktadir.
Koagiilaz enzimi Coagulase-Reacting faktor ile birleserek aktiflesir inaktif olan
fibrinojeni fibrine doniistlirerek plazmay1 pihtilagtirir. Ekstraselluler bir proenzimdir. S.
aureus icin, patojen olan-olmayan stafilakok ayrimi yapilir. Mikroorganizma fibrin ile
kaplanma sonucu opsonizasyondan ve fagositozdan korunabilir ve bu da patojenligine
katki saglamis olur.

Katalaz enzimi, toksik olan hidrojen peroksidi toksik olmayan oksijen ve suya
doniistiiriir. Bakteriler, bu enzim sayesinde toksik oksijen radikalleri tarafindan
oldiirtilmeye kars1 direng kazanir.

Fibrinolizin (Stafilokinaz (SAK)) fibrin pihtisinin ¢dziilmesine neden olur.
Plazminojen aktivatoriidiir. Fagositoz i¢in énemli komponentler olan IgG ve C5 gibi
opsoninlerin pargalanmasin1 saglayarak antiopsonik bir etki gosterdigi ve bakteriyi
fagositozdan korumaktadir.

Hiyaliironidaz, hiicreler arast mukopolisakkaritleri pargalayarak konake1
dokularinda stafilokoklarin yayilmasina ve gelismesine katkida bulunur.

Termoniikleaz (Stafilokokal niikleaz), 1siya diren¢li bir enzimdir. Endo ve
ekzoniikleolitik 6zellikleri olan fosfodiesteraz yapisindadir. Konak hiicrelerin DNA ve
RNA’sin1 hidrolize edebilir.

Lipaz ekstraselliiler bir enzimdir. Yaglar1 hidrolize ederek viicudun yag igeren
bolgelerinde stafilakoklarin yagamasini saglar.

Deoksiriboniikleaz  (DNAse) niikleik asitleri  fosfomononukleotidlere

parcalayan endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip fosfodiesterazlardir.



Beta-laktamazlar (Penisilinaz), penisilini, penisiloata hidroliz eden ve
stafilokoklarda penisilin direncine neden olan enzimdir.

Patojenin izolasyonu ve identifikasyonu ile antibiyotik direngliliginin
belirlenmesi S. aureus mastitislerinin teshisinde kullanilan klasik metotlardir (Quinn ve
ark., 1994). Diger konakgilarin suslarinda oldugu gibi sigir S. aureus suslar1 da klasik
olarak plazmay1 koagule edip etmemesine gore tanimlanir. Hemoliz modelleri (alfa ve
beta) de stafilokoklar1 karakterize etmede kullanilan bir metottur. Ancak tiim S. aureus
suslart hemolizin olusturmadigr gibi koagulaz negatif bazi izolatlar hemolizin
olusturabilmektedir. Isiya direngli niikleaz ve termoniikleaz testleri de S. aureus
identifikasyonundan kullanilan testlerdendir (Fox ve ark., 2001). Veteriner
mikrobiyolojide sigir S. aureus suslarmin karakterizasyonu igin bir ¢ok teknik
kullanilmaktadir. Fenotipik metotlarin yani1 sira genotipik olarak PCR ve multipleks
PCR metotlar1 da teshis ve karakterizasyonda kullanilan 6nemli tekniklerdir (Nak,
1999).

Bakteriler ve diger patojen mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarin
onlenmesi ve tedavisinde kullanilan etkili ajanlarin kesfi modern tibbin en &nemli
gelismelerinden biri olmakla birlikte, antienfektif potansiyele sahip maddeler aslinda
binlerce yildir kullanila gelmistir. Glintimiizden 2500 y1l 6nce Cinliler kiiflenmis soya
fasulyesinin ¢esitli cilt enfeksiyonlarindaki tedavi edici etkisini biliyorlardi. Cok eski
tarihlerden beri diinyanin degisik yerlerindeki pek ¢ok uygarliklari kurmus olan insanlar
bitkilerden yapilmis ilaglarla ylizeyel ve sistemik enfeksiyonlar1 tedavi etmeye
calismiglardir. Modern kemoterapi ¢agr 1936 yilinda siilfonamidlerin kesfi ve klinik
kullanima girmesiyle basladi. Penisilinin klinikte kullanilmaya baslandigr 1944 yilina
kadar degisik 6 stilfonamid preparatlar1 antibakteriyel tedavinin segkin ilaclar1 olmustur.
1940’1 yillarda penisilinin tedavide kullanilmaya baglanmasiyla birlikte, stafilokokal
enfeksiyonlara bagli mortalite oran1 hizla azalma gostermistir. Ancak kisa bir siire
sonra, S. aureus suslari penisilinaz enzimi iiretmeye baslayarak penisiline direng
gelistirmis ve bu direncli suslar hizla yayilmistir. 1950°lerin sonlarinda suslarin yaklasik
%350’s1 penisiline direngli hale gelmistir. Ayn1 tarihlerde tetrasiklin, kloramfenikol ve
eritromisine kars1 ¢oklu direng gosteren S. aureus suslari bildirilmistir.

Ik semisentetik penisilinaza direncli antimikrobiyal ajan olan metisilin 1959

yilinda klinik kullanima girmistir. iki yil sonra, 1961 yilinda, ilk metisiline direngli S.



aureus (MRSA) izolatlar1 Ingiltere’den bildirilmis (Jevons, 1961) ve sonradan 1960’11
yillarda Avrupa’da ve 1970°li yillarda ABD’de bir problem haline gelmistir (Hartstein
ve Mulligan, 1986). Antibiyotiklere ¢oklu diren¢ gosteren MRSA suslar1 1980’lerin
sonlarinda ve 1990’11 yillarda tiim diinyaya yayilmistir (Schmitz ve Jones, 1997).
ABD’de MRSA izolatlarinin oran1 1975’te %2 iken, 1996’da %35’e yiikselmistir.
Japonya’da 1992-1993 yillarinda ¢esitli cografik bolgelerdeki hastalardan izole edilen
yaklasik 7000 susun analizi, S. aureus izolatlarinin %60’min metisiline direncli
oldugunu gostermistir (Hashimoto ve ark., 1994). MRSA halen tiim diinyada ¢esitli
biiyiikliiklerdeki hastanelerde en sik rastlanan nozokomiyal patojenler arasindadir.

Coklu direng gosteren MRSA suslarmma bagli enfeksiyonlarin artmasi
nedeniyle, son 25 senedir vankomisin, stafilokokal nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilir hale gelmistir. Koagiilaz negatif stafilokoklarin klinik
izolatlarinda vankomisin direnci 1987’°de bildirilmistir (Schwalbe ve ark., 1987). 1990
yilinda S.aureus enfeksiyonlarinin teikoplanin ile tedavisi sonrasi, teikoplanine direngli
izolatlarin seleksiyonuna bagh klinik basarisizliklar bildirilmistir (Kaatz ve ark., 1990).
1997 yilinda Japonya, ABD ve Fransa vankomisine azalmis duyarlilik gdsteren MRSA
izolatlarinin ortaya ¢ikmasi ¢ok endise vericidir (CDCP, 1997; Hiramatsu ve ark.,
1997). Bu suslar diger antimikrobiyal ajanlarin da ¢oguna direngli olup, vankomisin
tedavisine cevap vermeyen hastalardan izole edilmistir. GISA suslarinin glikopeptidlere
azalmis hassasiyeti terapotik alternatifleri sinirlamaktadir.

Vankomisin ilk kez 1956 yilinda Borneo Adasi’nda bulunan Streptomyces
orientalis’ten izole edilen dar spektrumlu bakterisidal bir antibiyotiktir. Izolasyonundan
cok kisa bir siire sonra 1956 yilinda piirifiye edilerek klinik kullanima girmistir. ik
yillarda kullanilan preparatlarin saf olmamasi ve yan etkilerin siklig1 nedeniyle metisilin
kullanima girdikten sonra 6nemini yitirmis, ancak ilk kez 1961°de metisiline direngli bir
Staphylococcus aureus izolatinin bildirilmesi ve 1982 yilindan beri giderek artan
MRSA enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte yeniden 6nem kazanmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez calismasinda, Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan mastitis izolat1 stafilokok
suslarinda vankomisin direngliliginin fenotipik olarak disk diflizyon ve broth diliisyon

yontemleri; genotipik olarak ise PCR ile belirlenmesi ile beraber antibiyotik



direncliliginin ve bazi viriilens faktorlerinin fenotipik ve genotipik yoOntemlerle

arastirilmast amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteri izolatlar1

Calisma kapsaminda 2009-2014 yillar1 arasinda mastitisli siitlerden izole
edilmis olan ve Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan 100 adet stafilokok izolat1 incelendi.

3.2. Identifikasyon

Calismada kullanilan izolatlar %5 koyun kanl agarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutularak, canlandirild. Izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonlar:
icin Gram boyama, katalaz ve koagulaz testleri gerceklestirildi.

Katalaz testi i¢in saf olarak alinan bir koloni %10’luk H,O, ile lam iizerinde
stispanse edildi. Stispansiyon sonrasi kabarcik seklinde kendisini gosteren gaz olusumu
katalaz testi pozitif olarak degerlendirildi.

Lamda koagiilaz testi i¢in temiz bir lam iizerinde, bir damla sulandirilmig
tavsan plazmasi ile test edilecek izolatlardan alinan bir iki koloni siispanse edildi.
Stispansiyonu takip eden 5-10 dakika igerisinde parcacik ve kiimelesme goriilmesi
kagiilaz testi pozitif olarak degerlendirildi.

Izolatlarm Staphylococcus spp. ve Staphylococcus aureus olmalar ydniinden
identifikasyonlar1 amaciyla PCR yapildi. Bu amagla S.aureus spesifik nuc geni (279 bp)
ve Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA gen (756 bp) varligr arastirildi.

PCR c¢alismalarinda kullanilmak {izere tiim izolatlarin DNA eldesi igin
kaynatma yontemi uygulandi. Bu amagla stafilokok izolatlarinin Trypticase Soy Agar
(TSA)’a ekimi yapilip ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. izolatlar iiretildikten
sonra bir 6ze dolusu saf koloni alinarak 500 mikrolitrelik DNase-RNase ari ependorf
tiiplerinde deiyonize su ile slispanse edildi. Siispansiyon 100 derecede 10 dk kaynatildi
ve daha sonra 10 000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ustte kalan sivi alinarak PCR
amplifikasyonlarinda hedef DNA olarak kullanildi (Ciftci ve ark., 2009). DNA’larin
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak oOl¢iildii ve tiim DNA’lar 50 ng/mikrolitre
olacak sekilde esitlendi. Elde edilen DNAlar kullanilincaya kadar -20°C’de saklandu.

Staphylococcus spp. ve S. aureus spesifik PCR amplifikasyonu i¢in PCR
gerceklestirildi. Bu amagla her iki PCR icin ayr1 ayr1 olmak tizere 25 pl’lik bir PCR
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karisim1 olusturuldu. Staphylococcus spp. spesifik PCR i¢in olusturulan karsim DEPC-
treated water, 1X PCR soliisyonu, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM her bir dNTP, 1.0 U Taq

DNA polimeraz, 0.12 mikromolar primer ve 5 pl template DNA icerecek sekilde
olusturuldu. S. aureus spesifik PCR i¢in olusturulan karisim DEPC-treated water, 1X
PCR soliisyonu, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM her bir dNTP, 1.0 U Taq DNA polimeraz, 0.04

mikromolar primer ve 5 pl template DNA icerecek sekilde olusturuldu.

PCR karigimlar1 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 1 dk
denatiirasyon, 50°C’de 1 dk primer baglanma, 72°C’de 2 dk uzama olmak iizere 30
siklus ve 72°C’de 10 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu
(Ciftci ve ark., 2009). Amplifikasyon iiriinleri etidium bromid (2pug/ml) igeren %1.5’lik
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.

Goriintiileme sonrasinda 16S rRNA igin 756 bp’lik bantin goriilmesi
Staphylococcus spp. ve nuc geni igin 279 bp’lik bantin goriillmesi S. aureus’un

gostergesi olarak kabul edildi.

Tablo 1. Caligmada identifikasyon amaciyla kullanilan oligoniikleotid primer dizileri

Oligoniikleotid dizisi (5°-3°) Bant boyutu (bp)
Staph756F AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA J56
Staph756R  CCA CCT TCC TCCGGT TTG TCA CC
nuc 1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 279

nuc 2 AGC CAA GCCTTG ACG AAC TAA AGC

3.3. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

Calisma kapsaminda incelenen tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik testleri
Kirby Bauer disk difiizyon teknigi ile Clinical and Laboratory Standards Institute (2013)
tarafindan onerilen kosullarda gercgeklestirildi. Bu amagla standart antibiyotik disklere
duyarliligi belirlenecek bakteri kiiltiiriinden birkag koloni alindi ve tryptic soy broth
icerisinde 18 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben kiiltiiriin
bulanikligi, McFarland 0.5 standartina gore ayarlandi. Taze sivi kiiltiirlerden 100 pl
alinarak Mueller Hinton agar besi yerinin tim yiizeyini kaplayacak sekilde yayma
teknigi ile ekim yapildi. Standart antibiyotik diskler [okzasilin (10 pg) , vankomisin (30
pg), teikoplanin (30 pg), trimetophrim-sulfometaksazol (25 pg), tetrasiklin (30 pg),
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penisilin G (10 pg), sefaperazon (75 pg), amoksisilin-klavulonik asit (20/10 pg)] besi
yerlerinin {izerine yerlestirildi. Besi yerleri 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan zon ¢aplar1 olgiilerek, standart degerlerle
karsilastirildi (Tablo 2). Sonuglar duyarli (S), orta derecede duyarli (I) ve direngli (R)
olarak degerlendirildi (CLSI, 2013).

Tablo 2. Antibiyotik duyarhlik testlerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan standart degerler

Antibiyotik R I S
Vankomisin <14 15-16 >17
Teikoplanin <10 11-13 >14
Okzasilin <10 11-12 >13
Trimetoprim-sulfometaksazol <10 11-15 >16
Tetrasiklin <14 15-18 >19
Penisilin G <28 - >29
Sefaperazon <15 16-20 >21
Amoksisilin klavulonik asit <19 - >20

3.4. Vankomisin Direng Seviyesinin Belirlenmesi

Stafilokok suslarinda vankomisin direncinin minimal inhibisyon konsantrasyon
(MIC) degerinin belirlenmesi igin Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013) tarafindan Onerilen broth mikrodilusyon teknigi kullanildi. Bu amagla disk
difiizyon teknigi ile vankomisine direncli oldugu belirlenen izolatlar TS broth icerisinde
18 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben kiiltiir, McFarland 0.5
standartina gore ayarlandi. Vankomisin antibiyotigi TS broth igerisinde 256 pg/ml
olacak sekilde hazirlanarak, yine TS broth igerisinde 2 katli sulandirmalar yapildi. Bu
sulandirmalardan 96’lik mikropleyt icerisine her izolat i¢cin 8’lik bir sira kullanilarak
100’er pl aktarildi. Sulandirmalarin iizerine 100’er pl olmak iizere taze sivi kiiltiir
icerisindeki izolatlar eklendi. Sekizlik bir siranin son kuyucuguna antibiyotik konulmadi
ve kontrol olarak tasarlandi. Boylece 2-128 pg/ml antibiyotik ve izolat igeren kiiltiirler
hazirlandi. Kiiltiirler 18 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
bulaniklik goriilmesi izolatin direngli oldugunu gosterdi ve liremenin goriilmedigi ilk
kuyucuktaki degerler MIC degeri olarak degerlendirildi. Stafilokoklar igin igin
vankomisin MIC degerleri <4 pg/ml duyarli, 8-16 pg/ml orta duyarli (VISA), >32 ng/ml
diren¢li (VRSA) olarak kabul edildi ve bu degerlere gore degerlendirme yapildi. Testte

pozitif kontrol olarak Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
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Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan ve vankomisin direngli oldugu daha

once belirlenmis olan S. aureus susu kullanildi.
3.5. Vankomisin Direncinin Genotipik Olarak Belirlenmesi

Diflizyon yontemi ile vankomisin’e direngli oldugu belirlenen izolatlarin
vankomisin diren¢ genleri PCR yontemi ile belirlendi. izolatlarm DNA’lar1 yukarida
aciklandig1 sekilde kaynatma yontemi ile elde edildi ve konsantrasyonlar1 50
ng/mikrolitre olacak sekilde esitlendi.

Stafilokok izolatlarinin vanA gen kiimesinde yer alan vanA, vanH, vanR, vans,
vanZ, vanY ve vanX genleri icin spesifik oligoniikleotidler kullanilarak, bu genler igin
PCR gerceklestirildi (Dezfulian ve ark., 2012). PCR igin pozitif kontrol olarak Ondokuz
Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali  Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, vankomisin direngli oldugu ve vanA direng genine sahip
oldugu belirlenmis olan sus kullanildi. PCR’da kullanilan oligoniikleotid primer dizileri
Tablo 3’te gosterildi. Her gen i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere ayni kosullarda 25’er pl’lik
PCR karigimlart hazirlandi. Karigim 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mmol her bir
dNTP, 40 pmol primer c¢ifti, 2U Taq polimeraz ve 5 pul hedef DNA icerecek sekilde
hazirlandi.

PCR karisimlart  94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 1 dk
denatiirasyon, Tablo 3’te her bir gen igin gosterilmis olan derecelerde 1 dk primer
baglanma, 72°C’de 2 dk uzama olmak tizere 35 siklus ve 72°C’de 10 dk final uzama
kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu (Dezfulian ve ark., 2012).
Amplifikasyon iriinleri etidium bromid (2pug/ml) igeren %]1.5’lik agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Her gen i¢in Tablo 3’te
gosterilmis olan biiytlikliiklerde bant goriilmesi pozitiflik gostergesi olarak

degerlendirildi.
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Tablo 3. Vankomisin direng genlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan oligoniikleotid primer dizileri

Primer Oligoniikleotid dizisi (5°-3°) Bant boyutu  Baglanma 1s1 dereceleri (°C)
vanRl F AGCGATAAAATACTTATTGTGGA 645 53
vanR2 R CGGATTATCAATGGTGTCGTT

vanSl F TTGGTTATAAAATTGAAAAATAA 1155 47
vanS2 R TTAGGACCTCCTTTTATC

vanH F ATCGGCATTACTGTTTATGGAT 943 55
vanH R TCCTTTCAAAATCCAAACAGTTT

vanAl F ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 1029 52
vanA2 R CCCCTTTAACGCTAATACGAT

vanX1 F ATGGAAATAGGATTTACTTT 609 46
vanX2 R TTATTTAACGGGGAAATC

vanYl F ATGAAGAAGTTGTTTTTTTTA 912 47
vanY2 R TTACCTCCTTGAATTAGTAT

vanZl F TTATCTAGAGGATTGCTAGC 454 51
vanZ2 R AATGGGTACGGTAAACGAGC

3.6. Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen tiim izolatlarin koagulaz (coA) ve protein A (spa)
virtilens genleri PCR yontemi ile belirlendi.

coa gen varligi ve polimorfizmi Ciftci ve ark. (2009)’nin bildirdigi yontem ile
gergeklestirildi. Buna gore forward oligoniikleotit olarak COAG2 (5°-CGA GAC CAA
GAT TCA ACA AG-3’) ve reverse primer olarak ta COAG3 (5’- AAA GAA AAC
CAC TCA CAT CA-3’) kullanildi. Bildirilen yonteme gore 25 ml’lik PCR karigimi 5 pl
hedef DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 50 pmol primer ¢ifti, 200 uM her bir
dNTP ve 1 U Taq polimeraz igerecek sekilde hazirlandi. DNA amplifikasyonu 95°C’de
2 dk 6n denaturasyon; 35 siklus olmak iizere 95°C’de 30 sn, 60°C’de 2 dk ve 72°C’de 4
dk; ve son uzamada 72°C’de 7 dk tutulmak suretiyle gergeklestirildi. Amplifikasyon
irtinleri etidium bromid (2pg/ml) iceren %?2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda ¢esitli biiyiikliiklerde bant
goriilmesi pozitiflik gostergesi olarak kabul edildi. Goriintiilenen bant biiyiikliiklerine
gore izolatlar tiplendirildi.

spa gen varlig1 ve polimorfizmi Ciftci ve ark. (2009)’nin bildirdigi yontem ile
gerceklestirildi. Buna gore forward oligoniikleotit olarak SPA1 (5°’-TCA AGC ACC
AAA AGA GGA AGA-3’) ve reverse primer olarak da SPA2 (5’-GTT TAA CGA
CAT GTA CTC CGT TG-3’) kullanildi. Bildirilen yonteme gore 25 ml’lik PCR
karisimi 1X PCR buffer, 2 mM MgCl,, 25 pmol primer ¢ifti, 200 uM her bir dNTP, 1.5
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U Taq polimeraz ve 5 pul hedef DNA, igerecek sekilde hazirlandi. DNA amplifikasyonu
95°C’de 3 dk &n denaturasyon; 30 siklus olmak iizere 94°C’de 1 dk, 58°C’de 1 dk ve
72°C’de 1 dk; ve son uzamada 72°C’de 10 dk tutulmak suretiyle gergeklestirildi.
Amplifikasyon iiriinleri etidium bromid (2pg/ml) iceren %3’lik agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV transilluminator ile gorlintiilendi. Gorilintiileme sonrasinda ¢esitli
biiyiikliiklerde bant goriilmesi pozitiflik gostergesi olarak kabul edildi. Goriintiilenen

bant biiyiikliiklerine gore izolatlar tiplendirildi.
3.7. Genotiplendirme ve Filogenetik Analiz

Vankomisin direngli izolatlarin genotiplendirmesi amaciyla M13 (5’-AAG
TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3°) primeri kullanilarak RAPD-PCR
gerceklestirildi (Findik ve ark., 2011).

PCR igin 1X PCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 25 pmol primer ¢ifti, 200 uM her bir
dNTP, 1.5 U Taq polimeraz ve 5 ul hedef DNA igerecek sekilde 25 ul’lik PCR karigimi
hazirlandi. DNA amplifikasyonu 95°C’de 5 dk 6n denaturasyon; 30 siklus olmak iizere
94°C’de 1 dk, 36°C’de 1 dk ve 72°C’de 3 dk; ve son uzamada 72°C’de 5 dk tutulmak
suretiyle gergeklestirildi. Amplifikasyon friinleri etidium bromid (2ug/ml) igeren
%3’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
Gortintiileme sonrasinda olusan bantlarin sayis1 ve biiytikliiklerine gore degerlendirme
yapildi.

RAPD-PCR sonucu elde edilen bant profillerine gére genotiplendirme yapildi.
Genotiplendirme amaciyla UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) metodu ile Quantity One yazilimi dendogram ve goriintii analiz programi

(Bio Rad) kullanilarak dendogram ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolatlar

Calisma kapsaminda 2009-2014 yillar1 arasinda mastitisli siitlerden izole
edilmis olan ve Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir

Koleksiyonu’nda bulunan 100 adet stafilokok izolat1 incelendi.
4.2. identifikasyon

Calismada kullanilan izolatlar %5 koyun kanli agarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona tabi tutularak canlandirildi. izolatlarm fenotipik olarak identifikasyonlari
icin Gram boyama, katalaz ve koagulaz testleri gerceklestirildi.

Gram boyama sonucunda tiim izolatlar Gram pozitif kok seklinde goriildii.

Katalaz testi sonucunda tiim izolatlarin katalaz pozitif oldugu belirlendi.

Koagiilaz testi sonucunda 69 izolat koagulaz pozitif olarak degerlendirildi.

Izolatlarin Staphylococcus spp. ve Staphylococcus aureus olmalar1 ydniinden
identifikasyonlarmin dogrulanmasi amaciyla PCR yapildi. Bu amagla S.aureus spesifik
nuc geni (279 bp) ve Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA gen (756 bp) varligi
aragtirldi.  Izolatlarin tiimii Staphylococcus spp. spesifik 16S rRNA genini icerdigi
belirlendi ve Staphylococcus spp. oldugu dogrulandi. S.aureus izolatlarinin belirlenmesi
icin yapilan nuc geni spesifik PCR sonucunda 73 adet izolatin nuc geni icerdigi
belirlendi ve S.aureus olarak identifiye edildi. Sonug¢ olarak c¢alismanin diger
asamalarinda spesifik nuc geni yoniinden pozitif sonu¢ veren 73 adet S.aureus ve 27

adet te Staphylococcus spp. izolat1 kullanildi.

Sekil 1. incelenen suslarin cins diizeyinde degerlendirilmesi icin gergeklestirilen PCR sonucu. M: marker
(100-1000 bp); 1,2: Staphylococcus spp.; 3: Escherichia coli; 4; Streptococcus spp.
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Sekil 2. Incelenen suslarin S.aureus yoniinden tiir diizeyinde degerlendirilmesi igin gerceklestirilen PCR
sonucu. M: marker (100-1000 bp); 1,2: S. aureus; 3: Escherichia coli; 4; Staphylococcus spp.

4.3. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

Caligma kapsaminda incelenen tiim izolatlarin okzasilin (10 pg) , vankomisin
(30 pg), teikoplanin (30 pg), trimetophrim-sulfometaksazol (25 pg), tetrasiklin (30 pg),
penisilin G (10 pg), sefaperazon (75 pg), amoksisilin-Klavulonik asit (20/10 pg)’e karsi
antibiyotik duyarlilik profilleri Kirby Bauer disk difiizyon teknigi ile Clinical and
Laboratory Standards Institute (2013) tarafindan onerilen kosullarda gerceklestirildi.
Sonuglar duyarli (S), orta derecede duyarli (I) ve direngli (R) olarak degerlendirildi
(CLSI, 2013).

Antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterildi.

Izolatlarin direng profilleri Tablo 6-8°de gosterildi.
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Tablo 4. S.aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari

izolat no

PEN-G CEP AMC

TE

SXT

VA TEC OX

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32
33
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Tablo 4’tin devami

izolat no

PEN-G CEP AMC

TE

SXT

VA TEC OX

34
35
36
37

38
39
40

4

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66
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Tablo 4’tin devami

fzolatno VA TEC OX SXT TE PEN-G CEP AMC
67 S S S S S S S S
68 S S S S S S S S
69 S S S S S S S S
70 S S S S S S S S
71 S S S S S S S S
72 S S S S S S S S
73 S S S | S S S S

S: duyarls; I: orta derecede duyarli; R: direngli. VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; OX: okzasilin; SXT:
trimetoprim-sulfometaksazol,
amoksisilin/klavulanik asit

Tablo 5. Staphylococcus spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari

TE:

tetrasiklin;

PEN-G: penisilin G; CEP:

sefaperazon;

izolat no

VA

—
m
(@)

©)
X

(9]
X
3

TE

PEN-G

CEP

>
<
@)

74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

”w O nu n unu unu nu n unu unu u unu unu un u unu nu unu unu u unu m

o O nu nuo unu unu nu n unu unu u nu nu un u nu nu unu unu unu u U

w O nu un unu unu nu n unu unu u unu unu unu u unu nu unu unu u u m

w 0O nu un unu unu nu n unu unu u unu unu unun u unu nu unu unu u u m

S

o uOu unu u nu unu unu unu u un u unu u nu unu unu u umw
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Tablo 5’in devam

izolat no VA TEC OoX SXT TE PEN-G CEP AMC

96 S S S S S S S S
97 S S S S S S S S
98 S S S S S S S S
99 S S S S S S S S
100 S S S S S S S S

S: duyarls; I: orta derecede duyarli; R: direngli. VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; OX: okzasilin; SXT:
trimetoprim-sulfometaksazol; TE: tetrasiklin; PEN-G: penisilin G; CEP: sefaperazon; AMC:
amoksisilin/klavulanik asit

Tablo 6. S.aureus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri.

VA TEC OX SXT TE PEN-G CEP AMC

R 9 16 30 7 20 43 19 35
| 0 8 3 11 12 0 18 0
S 64 49 40 55 41 30 36 38

S: duyarls; I: orta derecede duyarls; R: direngli. VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; OX: okzasilin; SXT:
trimetoprim-sulfometaksazol; TE: tetrasiklin; PEN-G: penisilin G; CEP: sefaperazon; AMC:
amoksisilin/klavulanik asit

Tablo 7. Staphylococcus spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

VA TEC OoX SXT TE PEN-G CEP AMC
R 0 1 0 0 0 4 1 0
| 0 0 0 0 3 0 0 0
S 27 26 27 27 24 23 26 27

S: duyarls; I: orta derecede duyarls; R: direngli. VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; OX: okzasilin; SXT:
trimetoprim-sulfometaksazol; TE: tetrasiklin; PEN-G: penisilin G; CEP: sefaperazon; AMC:
amoksisilin/klavulanik asit

Tablo 8. izolatlarin ¢oklu antibiyotik direng profilleri

Diren¢ saptanan antibiyotik

sayisi S.aureus (n) Staphylococcus spp. (n)
8 9 0
7 5 0
6 5 0
5 7 0
4 6 0
3 4 0
2 8 3
1 14 3
0 15 21
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4.4. Vankomisin Direng Seviyesinin Belirlenmesi

Stafilokok suslarinda vankomisin direncinin minimal inhibitory concentration
(MIC) degerinin belirlenmesi i¢in Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013) tarafindan onerilen broth mikro dilusyon teknigi kullanildi. Disk Difiizyon teknigi
ile vankomisin direngli oldugu belirlenen 9 adet izolat icin MIC degerleri belirlendi.
Vankomisin MIC degerleri <4 pg/ml duyarli, 8-16 pg/ml orta duyarli (VISA), >32
pg/ml direngli (VRSA) olarak kabul edildi ve bu degerlere gore degerlendirme yapildi.
Degerlendirme sonucunda 7 adet izolat 32 pg/ml ve 2 izolat ta 64 pug/ml vankomisine

direngli bulundu.
4.5. Vankomisin Direncinin Genotipik Olarak Belirlenmesi

Disk difiizyon yontemi ile vankomisin’e direngli oldugu belirlenen 9 adet
izolatin vankomisin diren¢ genleri PCR yontemi ile belirlendi. Stafilokok izolatlarinin
vanA gen kiimesinde yer alan vanA, vanH, vanR, vanS, vanZ, vanY ve vanX genleri igin
spesifik oligoniikleotidler kullanilarak, bu genler icin PCR gergeklestirildi. PCR
sonucunda 2 adet izolatin vanA (1029 bp) ve 3 adet izolatin da vanR (645 bp) geni i¢in
pozitif bant verdigi belirlendi (Sekil 3 ve 4). Vankmisine direng gosteren 4 adet izolatta

ise incelenen genler belirlenemedi.

4

1029 bp

Sekil 4. Incelenen suslarmn vanR geni spesifik PCR sonucu
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4.6. Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen tiim S. aureus izolatlarin (n=73) koagulaz (coa) ve
protein A (spa) viriilens genleri PCR yontemi ile belirlendi.
coa gen varligi ve polimorfizminin saptanmasi i¢in yapilan PCR sonucunda 48

adet izolat coa geni yoniinden pozitif bulunmustur. coa pozitif bulunan izolatlarin

gostermis olduklari bant profilleri Sekil 5 ve Tablo 9’da gosterildi.

Sekil 5. incelenen S. aureus izolatlarinin coa polimorfizm profilleri

Tablo 9. S. aureus izolatlarin coa polimorfizm profilleri

coa grup Bant biiyiikliigii (bp) izolat sayisi

1 950 1
800 ve 400 2
550 6

800 3

550 ve 500 5
820 ve 250 2
250 2

820, 620 ve 580 1
120 26
10 negatif 25

© 00 N o O b~ w N

spa gen varlig1 ve polimorfizmi yapilan PCR sonucunda 73 adet izolat spa geni
yoniinden pozitif bulundu. spa pozitif bulunan izolatlarin gostermis olduklar1 bant

profilleri Sekil 6 ve Tablo 10°da gosterildi.
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Sekil 6. incelenen S. aureus izolatlarinin spa polimorfizm profilleri

Tablo 10. S. aureus izolatlarin spa polimorfizm profilleri

spa grup Bant biiyiikliigii (bp) Izolat sayis1

1

2
3
4

130
200
290
310

24

27
13
9

4.7. Genotiplendirme ve Filogenetik Analiz

Vankomisin direngli 9 adet izolatin genotiplendirmesi amaciyla M13 primeri

kullanilarak gergeklestirilen RAPD-PCR sonucunda  %51-75 arasinda benzerlik

gosteren 9 farkli genotip tespit edildi (Sekil 7). Cizilen dendogramda %75 esik degeri

belirlenmis ve degerlendirme sonucunda 9 adet tekli genotip belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 7. incelenen S. aureus izolatlarinin RAPD profilleri

0.51

0.55

0.60

0.65

0.70

0.75 0.80 0.85

0.90

1.00

0.51

0.61

0.68

072

#3

#3

#5

#1

#6

#9

#4

#7

#2

Sekil 8. incelenen S. aureus izolatlarinin filogenetik yakinlik analizi
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5. TARTISMA

Sigir mastitisleri siit isletmelerinde azalan siit iiretimi, artan tedavi masraflari,
itlaf ve 6liim oranlar1 nedeniyle isletmeler ve iireticiler icin maliyetli ve multifaktoriyel
bir hastaliktir. Mastitis, fiziksel ve kimyasal ajanlarla birlikte ¢ogunlukla c¢esitli
infeksiydz ajanlar (genellikle bakteriler) tarafindan olusturulmaktadir. Mastitisli inek
stitlerinde bakteriyel, viral ve fungal olmak iizere 130’dan fazla farkli mikroorganizma
tirii izole edilmistir. En yaygin bakteriyel mastitis nedenleri  Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve
Enterococcus faecalis gibi patojenlerdir (Bray ve Shearer, 1994). S. aureus infekte
sigirlarda kontagiydz infeksiyona neden olan meme patojenlerinden bir tanesidir. Bu tez
calismasinda, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda
bulunan mastitis izolat1 stafilokok suslarinin fenotipik ve molekiiler yontemlerle
karakterizasyonu amaglandi. Calisma kapsaminda 2009-2014 yillart arasinda mastitisli
stitlerden izole edilmis olan ve Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan 100 adet stafilokok izolati incelendi ve bu izolatlardan 73
adedi S.aureus ve 27 adedi ise S.aureus haricindeki diger Staphylococcus spp. oldugu
PCR ile belirlendi.

Stafilokoklarin viriilensinde rol oynayan bir¢cok enzim bulunmaktadir.
Koagulaz enzimi fibrinojeni fibrine doniistiirerek plazmayi pihtilasan ekstraselluler bir
proenzimdir. S. aureus i¢in patojenite kriteri olarak kabul edilen bu enzimin tespiti,
patojen olan stafilakoklarin ayrimi amaciyla rutin olarak kullanilmaktadir. Calismada
incelenen 100 adet izolattan 69 adetinin koagulaz pozitif oldugu ve pozitif olarak
belirlenen izolatlarin tiimiiniin S. aureus oldugu saptandi. Incelenen 4 adet S. aureus’un
ise koagulaz enzimi sentezlemedigi goriildii.

Koagulaz enziminin sentezlenmesi coa geninin varligina baghdir ve caligmada
bu amagcla S. aureus izolatlarinda coa gen varligi ile beraber gendeki polimorfizm
arastirildi. coa gen varlig1 ve polimorfizminin saptanmasi i¢in yapilan PCR sonucunda
48 adet izolat coa geni yoniinden pozitif, geri kalan 25 adet izolat ise negatif bulundu.
coa pozitif bulunan izolatlar gende meydana gelen polimorfizm sonucunda gostermis
olduklar1 bant profillerine gére gruplandirildi. PCR sonucunda 10 adet profil belirlendi.
Izolatlarin 25 tanesi coa geni igermemekte iken, 1 izolat 950 bp biiyiikliigiinde bant
meydana getirdi. iki adet izolat 800 ve 400 bp olmak iizere 2 bant, 6 adet izolat 550
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bp’lik tek bant, 3 izolat 800 bp’lik tek bant, 5 adet izolat 550 ve 500 bp’lik 2 bant, 2
adet izolat 820 ve 250 bp’lik 2 bant, 2 adet izolat 250 bp’lik tek bant, 26 adet izolat 120
bp’lik tek bant ve 1 adet izolat ta 820,620 ve 580 bp biiyiikliiglinde 3 bant olusturduklari
belirlendi. Bu sonuglar mastitis izolat1 bakterilerde coa geni yoniinden polimorfizmlerin
oldugunu ve bunun da mastitis izolat1 S. aureus’lardaki cesitliligi gosterdi.

S. aureus’un kolonizasyon siireci konak¢i hiicre ylizeyine tutunmasi ile
baslamakta ve bu da bakterinin igerdigi adhezinler araciligr ile gerceklesmektedir. S.
aureus’un igerdigi adhezinlerinin biiyiik bir béliimii hiicre peptidoglikanlarinda bulunan
ve Protein A (spa) olarak adlandirilan proteinlerdir. Protein A spesifik bakteriyel
antijenlere karsi Ig molekiiliine baglanmasi ve bakteriyi agliitine etmesi gibi 6zellikleri
bakimindan immunoloji ve diagnostik laboratuvar teknolojisinde Onemli bir reaktif
olarak kullanilmaktadir. Protein A’nin sentezinden sorumlu gen spa genidir. Calisma
kapsaminda S. aureus olarak identifiye edilen izolatlarin spa gen varhigi ve
polimorfizmi yapilan PCR sonucunda 73 adet izolat spa geni yoniinden pozitif bulundu.
spa genini tasidig: tespit edilen izolatlarin farkli biiyiikliiklerde bant olusturdugu ve
dolayisiyla 4 farkli grupta olmak iizere polimorfizm gosterdikleri belirlendi. izolatlarin
24 adetinin 130 bp, 27 adetinin 200 bp, 13 adetinin 290 bp ve 9 adetinin ise 310 bp
biiyiikliigiinde bant olusturduklar1 goriildii. Sonug olarak da mastitis izolati S.
aureus’larin tiimiiniin spa genini tasidig1 ancak gen yoniinden polimorfizmlerin oldugu
belirlendi.

Patojen bakteriler nedeni ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan etkili
ajanlarin  kesfi modern tibbin en oOnemli gelismelerinden birisi olarak kabul
edilmektedir. Glinlimiizden 2500 yil 6nce Cinliler kiiflenmis soya fasulyesinin ¢esitli
cilt enfeksiyonlarindaki tedavi edici etkisini kullanmislar ve cok eski tarihlerden beri
bitkilerden yapilmis ilaglarla ylizeyel ve sistemik enfeksiyonlar1 tedavi etmeye
caligmiglardir. Modern kimyasal terapi ¢agi siilfonamidlerin kesfi ve klinik kullanima
girmesiyle baglamistir. Penisilinin kesfi ve tedavi amaclh kullanilmaya baslanmasiyla
birlikte, stafilokokal enfeksiyonlara bagli mortalite orani hizla azalma gdstermistir.
Ancak kisa bir silire sonra, S. aureus suslart penisilinaz enzimi iiretmeye baslayarak
penisiline direng gelistirmis ve bu direngli suslar hizla yayilmistir. 1950’lerin sonlarinda
suslarin yaklasik %50’s1 penisiline direnc¢li hale gelmistir. Ayni tarihlerde tetrasiklin,

kloramfenikol ve eritromisine karsi ¢oklu direng gosteren S. aureus suslar bildirilmistir.
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Ilk semisentetik penisilinaza direngli antimikrobiyal ajan olan metisilinin klinik
kullanima girmesinden 2 yil sonra metisiline direncli S. aureus (MRSA) izolatlar
Ingiltere’den bildirilmis (Jevons, 1961) ve sonradan 1960’11 yillarda Avrupa’da ve
1970’li yillarda ABD’de bir problem haline gelmistir (Hartstein ve ark., 1986).
Antibiyotiklere ¢oklu direng gdsteren MRSA suslar1 1980’lerin sonlarinda ve 1990’11
yillarda tiim diinyaya yayilmistir (Schmitz ve ark., 1997). ABD’de MRSA izolatlarinin
orani 1975’te %2 iken, 1996’da %35’e ylikselmistir. Japonya’da 1992-1993 yillarinda
cesitli cografik bolgelerdeki hastalardan izole edilen yaklasik 7000 susun analizi, S.
aureus izolatlarinin %60’min metisiline direngli oldugunu gostermistir (Hashimoto ve
ark., 1994). MRSA halen tiim diinyada cesitli biiylikliiklerdeki hastanelerde en sik
rastlanan nozokomiyal patojenler arasindadir. Calismadal00 adet stafilokok izolatinin 8
farkli antibiyotige [okzasilin (10 pg) , vankomisin (30 ug), teikoplanin (30 pg),
trimetophrim-sulfometaksazole (25 pg), tetrasiklin (30 ug), penisilin G (10 pg),
sefaperazon (75 ug), amoksisilin-klavulonik asit (20/10 pg)] karsi direng durumlari
belirlendi. Incelenen 73 adet S.aureus izolatinin %12.33, %32.88, %45.20, %24.66,
%43.84, %58.90, %50.68 ve %47.95’inin sirastyla okzasilin, vankomisin, teikoplanin,
trimetophrim-sulfometaksazol, tetrasiklin, penisilin G, sefaperazon ve amoksisilin-
klavulonik asite direngli oldugu belirlendi. Diger stafilokok izolatlarinin ise %3.70’inin
teikoplanin, %]11.11°inin tetrasiklin, %14.81’inin penisilin G ve %3.70’inin
sefaperazona direncli olduklar1 saptandi. [zolatlarin %9, %5, %S5, %7, %6, %4, %11 ve
%17 oraninda swrastyla 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ve 1 antibiyotige kars1t direncli oldugu
belirlendi. Otuzalt1 adet izolatin da test edilen antibiyotiklere duyarli oldugu saptandi.
Sadece S. aureus haricindeki stafilokoklarda ise %11.11 oraninda 2 antibiyotige ve
%11.11 oraninda 1 antibiyotige diren¢ belirlendi. Coklu antibiyotik direncinin S.
aureus’ta diger stafilokoklara oranla daha fazla oldugu goriildii. Sonug olarak da ¢oklu
antibiyotik direnci nedeniyle mastitis kokenli S. aureus’larin hem hayvanin tedavisinde
hem de halk saglig1 agisindan bir risk teskil ettigi kanisina varildi.

Coklu direng gosteren stafilokok suslarina bagli enfeksiyonlarin artmasi
nedeniyle, son yillarda stafilokokal nozokomiyal enfeksiyonlarmm tedavisinde
vankomisin kullanilmaya baglanmistir. Vankomisin ilk kez 1956 yilinda Borneo
adasinda bulunan Streptomyces orientalis’ten izole edilen dar spektrumlu bakterisidal

bir antibiyotiktir. Izolasyonundan ¢ok kisa bir siire sonra 1956 yilinda piirifiye edilerek
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klinik kullanima girmistir. ilk yillarda kullanilan preparatlarin saf olmamasi ve yan
etkilerin siklig1 nedeniyle metisilin kullanima girdikten sonra 6nemini yitirmis, ancak
ilk kez 1961°de metisiline direngli bir Staphylococcus aureus izolatinin bildirilmesi ve
1982 yilindan beri giderek artan MRSA enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
yeniden dnem kazanmistir. Bu caligmada stafilokok suslarinda vankomisin direncinin
minimal inhibitory concentration (MIC) degerinin belirlenmesi i¢in disk difiizyon
teknigi ile vankomisin direngli oldugu belirlenen 9 adet izolat igin MIC degerleri
belirlendi. Degerlendirme sonucunda 7 adet izolat 32 ug/ml (VISA) ve 2 izolat ta 64
pg/ml vankomisine direngli (VRSA) bulundu. Bu 9 adet izolatin vanA gen kiimesinde
yer alan vanA, vanH, vanR, vanS, vanZ, vanY ve vanX vankomisin direng¢ genleri PCR
yontemi ile belirlendi. PCR sonucunda 2 adet izolatin vanA (1029 bp) ve 3 adet izolatin
da vanR (645 bp) geni igin pozitif bant verdigi belirlendi. Vankmisine direng gésteren 4
adet izolatta ise incelenen genler belirlenemedi. Koagiilaz negatif stafilokoklarin klinik
izolatlarinda vankomisin direnci 1987°de bildirilmistir (Schwalbe ve ark., 1987). 1990
yilinda S. aureus enfeksiyonlarinin teikoplanin ile tedavisi sonrasi, teikoplanine direncli
izolatlarin seleksiyonuna baglh klinik basarisizliklar bildirilmistir (Kaatz ve ark., 1990).
1997 yilinda Japonya, ABD ve Fransa vankomisine azalmig duyarlilik gésteren MRSA
izolatlarinin ortaya ¢ikmasi ¢ok endise vericidir (CDCP, 1997; Hiramatsu ve ark.,
1997). Bu suslar diger antimikrobiyal ajanlarin da ¢oguna direngli olup, vankomisin
tedavisine cevap vermeyen hastalardan izole edilmistir. Bu calismada elde edilen
sonuglar mastitis kokenli S.aureus’larin hem hayvanin tedavisinde hem de halk saglig:
acisindan bir risk tegkil ettigini gdstermektedir.

Bakterileriyel izolatlarin molekiiler olarak tiplendirilmesi kromozomal DNA
yapisindaki varyasyonlara bagli olarak yapilmaktadir (Goh ve ark., 1992; Carter ve ark.,
2003). Diger bakteri tiirlerinde oldugu gibi stafilokok suslarmin da bir ¢ok alt tipi
bulunmaktadir. Viriilensi yiiksek olan veya epidemiyolojik olarak yayilim gdsteren
klonlarin dogru olarak belirlenmesi 6nemli olarak kabul edilmektedir (Frenay ve ark.,
1994; Frenay ve ark., 1996). Molekiiler tiplendirme sistemlerinin konvansiyonel
metotlara gore yiiksek performans gostermesi ve kolay uygulanabilirligi gibi bir ¢ok
avantaj1 bildirilmistir (Frenay ve ark., 1996). Molekiiler tiplendirme ydntemlerinden
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) “altin standart” olarak kabul gormesine

ragmen, PCR tabanli yontemler daha cabuk sonu¢ vermesi, kolaylig1 ve ekonomik
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olmasi nedeniye siklikla kullanilmaktadir (Sabat ve ark., 2006). PCR tabanlh
metotlardan bir tanesi de RAPD-PCR’dir. RAPD tiplendirmesi rastlantisal olarak
DNA’ya baglanan primerler ve degisken reaksiyon kosullarinda DNA’y1 kisa boliimler
halinde c¢ogaltma esasina dayanan bir tiplendirme metodudur. Bu metot izolatlar
arasinda genetik yakinliklar1 belirlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Olusan
amplikonlarin  primerin  baglandigi bdlgelere bagli olarak bakteri tiirlerinin
karsilastirmasinin yapilmasini1 saglamaktadir (Wassenaar ve Newell, 2000; Boxall
2005).

Stafilokoklarin dogru ve hizli olarak tiplendirilmesi infeksiyonun kontrol altina
alinmasi agisindan Oonemlidir (Hookey ve ark., 1998). Basta S.aureus olmak iizere
stafilokoklarin viriilens genlerine bagli olarak degiskenlik gdsteren bir ¢ok alt tipi
bulunmaktadir (DaSilva ve ark., 2006). Bu bakterilerdeki genetik varyasyon ve
heterojenitelerin belirlenmesi mastitise neden olan stafilokoklar i¢in rasyonel ve etkili
stratejilerin belirlenmesi agisindan Onemlidir (Kapur ve ark., 1995). Bu calismada
vankomisin direngli 9 adet izolatin genotiplendirmesi amaciyla M13 primeri
kullanilarak gerceklestirilen RAPD-PCR sonucunda  %51-75 arasinda benzerlik
gosteren 9 farkli genotip tespit edildi. Saptanan bu gesitlilik mastitis kokenli S.aureus
suslarinda cesitlilik oldugu ve infeksiyona neden olan klonlarin yakin iliskili olmadigini

gosterdi.
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6. SONUC

Mastitis siit veriminde azalmaya yol acan, siit sigir1 yetistiriciliginde dnemli
ekonomik kayiplara neden olan meme dokusu hastaligidir. Sigir mastitislerinden en sik
izole edilen etkenlerin basinda Staphylococcus spp. gelmektedir. Staphylococcus
aureus’da hem subklinik hem de klinik mastitis vakalarinda olduk¢a fazla bulunmakta
olup en ¢ok karsilasilan kronik mastitis etkenlerinden biridir. Vakalar genellikle
subklinik olup siitte bir anormallik ya da memede belirlenebilir bir degisiklik yoktur.
Baz1 sigirlarda oOzellikle buzagilamadan sonra klinik mastitis olaylar1 patlak verir.
Subklinik mastitis vakalar1 diger sigirlar i¢in bir infeksiyon kaynagi olusturabilmekte
olup klinik olanlara kiyasla 40-50 kez daha fazla sekillenmesi hastaligin ekonomik
Onemini artirmaktadir. Giiniimiizde S. aureus nedenli sigir mastitis vakalarinin elimine
edilmesine yonelik yapilan ¢alismalar yetistiricilerin birden fazla ve belki de bilinmeyen
bazi rezervuarlar belirlemedeki yetersizliklerine bagli olarak tiim infeksiyonlar1 ortaya
koyamamalar1 ve birgok antibiyotik tedavi girisimleri sonucunda ortaya ¢ikan
antibiyotik direncliligi yiliziinden basarili olamamaktadir. Bu calismadan elde edilen
sonuclar, mastitis kokenli stafilokok suslarinda vankomisin direncinin belirlenmesi
nedeniyle, bu etkenleri iceren siit ve siit iiriinlerinin halk saglig1 yoniinden bir risk teskil

ettigini gostermektedir.
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