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ONSOZ

Mastitis, hem tedavi masraflar1 ile siit verim ve kalitesindeki distisler dikkate
alindiginda neden oldugu ekonomik kayiplar, hem de hayvan refahi agisindan tiim
diinyada oldugu gibi lilkemizde de siit yonlii sigir yetistiriciliginin en O6nemli
sorunlarindan biridir. Etiyolojisinde pek ¢ok faktor etkili olmakla birlikte,
mikroorganizma nedenli mastitislerde Staphylococcus aureus ilk siralarda yer
almaktadir. Bakteriyel nedenli mastitislerin sagaltiminda veteriner sahada yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 artan oranda gelisen direng, mastitis etkenleri

ile miicadeleyi gliglestiren 6nemli bir sorun haline dontigmiistiir.

Sunulan ¢aligmanin temel amaci; 6rneklemenin yapildigi Afyonkarahisar'da
mastitisli ineklerden S. aureus'un izolasyonu, izole edilen suslarin metisilin ve
vankomisine direnglilik durumu ile suslarda Panton-Valentine Lokosidin toksin

varligiin genotipik diizeyde arastirilmasidir.

"Sigir mastitislerinden izole edilen Staphylococcus aureus suslarinda
metisilin, vankomisin direnci ve Panton-Valentine 16kosidin varliginin arastirilmasi"
konulu yiiksek lisans tez ¢calismamda, bilgi ve tecriibesiyle her zaman yanimda olan
damigsmanim Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bagkani Dog¢. Dr. Esra SEKER basta olmak iizere, Anabilim Dali
ogretim iiyesi Dog. Dr. Beytullah KENAR ve Selcuk Universitesi Hemsirelik
Fakiiltes1 Halk Sagligi Hemsireligi Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Yahya
KUYUCUOGLU’na tesekkiir ederim. Ayrica saha c¢alismalarimda desteklerini
esirgemeyen Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Erhan OZENC ve ALGAN Veteriner Klinigi
hekimi Uzman Veteriner Hekim Muhammed Nevzat ALGAN’a; laboratuvar
uygulamalarim sirasinda yardimci olan Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Dr.
Yagmur Nil DEMIREL ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Oguz
Kagan TUREDI ye tesekkiir ederim. Son olarak; ilk giinden son giine kadar yanimda
olan canim ablam Laborant ve Veteriner Saglik Teknikeri Mukaddes YILMAZ’a ve



beni hep destekleyen hayattaki en degerli varliklarim olan anneme ve babama

tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Mastitis, siitte birtakim fiziksel ve kimyasal degisikliklere neden olan meme bezi
dokusunun yangisidir (Bradley, 2002; Akan, 2006; Macun ve ark., 2011; Acar ve
ark., 2012). Mastitis, gelisen saglik kontrol yonetimlerine ragmen tiim diinyada ve
tilkemizde siit yonlii sigir yetistiriciliginin en 6nemli sorunlari arasinda yer alir
(Bhutto ve ark., 2012; Galfi ve ark., 2017). Mastitisin, siitte ve meme dokusunda
olusturdugu patolojik semptomlar ekonomik kaybin primer nedenleri arasinda yer
alirken, Ozellikle hastaligin reprodiiktif sistem {izerindeki etkileri de ekonomik
kayiplarin artmasinda etkin bir sebep olmaktadir (Halasa ve ark., 2007). Mastitisin
halk sagligi tizerindeki etkileri de gbz Oniline alindiginda iilke ekonomisindeki
kayiplarin arttigi bilinmektedir. Ulkemizde mastitis kaynakli ekonomik kayplarin
yillik 57,7 milyon Tiirk Lirast dolaylarinda oldugu tahmin edilmektedir (Akan, 2006;
Cokal ve Konus, 2012).

Multifaktoriyel nedenlere bagli olarak olusabilen mastitis etiyolojisinde ¢ok
sayida mikroorganizma etkili olmakla birlikte, bakteriyel nedenli mastitisler oldukca
yaygindir. Mastitis etiyolojisinde rol alan major etkenler temel olarak bulasici
mastitis etkenleri ve ¢evresel mastitis etkenleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Bulasici
mastitis etkenleri Staphylococcus aureus veya Streptococcus agalactiae gibi patojen
mikroorganizmalar1 kapsar. Bu patojen ve bulasici mikroorganizmalar konakgida
somatik ve epitel hiicre (I6kosit ve notrofil) sayilarindaki artigla karakterize ve
stiride hizla yayilabilen subklinik infeksiyonlara neden olmaktadirlar. Cevresel
mastitis etkenleri ise Streptococcus uberis, Escherichia coli, mantar ve mayalari
kapsamaktadir. Bu patojenler meme bezinin bilinen en iyl firsatcl

mikroorganizmalar1 olarak tanimlanirlar (Bastan, 2007; Vural ve ark., 2016).

Meme, tiim bu patojen mikroorganizmalarin yol ag¢tifi olumsuz etkileri
notralize ederek saglikli yapisindaki normal fonksiyonlarini yerine getirmek igin
gerek fiziksel gerekse kimyasal cevaplar vermektedir. Meme dokusunun etkenlere
kars1 gosterdigi bu reaksiyonlar sonucu ¢esitli mastitis formlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Mastitisler, etkenlerin siitte ve meme dokusunda olusturduklar1 degisikliklere gore



klinik ve subklinik mastitisler olarak siniflandirilmaktadir. Klinik mastitisler, meme
dokusu ve siitte gozle goriilebilir degisikliklerin oldugu mastitis formudur. Klinik
tabloda meme dokusunda sislik, agr1, kizariklik goriiliirken siitte ise renk degisimleri,
kivamda sulanma, koku, flakonlar ve pihti goriilebilmektedir. Klinik mastitisler;
infeksiyonun yayilma siiresiyle iligkili olarak perakut, akut, subakut ve kronik
mastitisler olarak siniflandirilir. Subklinik mastitisler ise etkenlerin meme dokusunda
bulunmasina ragmen memede ve siitte gozle goriilebilir bir bozukluga neden
olmadig1 mastitis formudur. Buna ragmen subklinik mastitislerde siitteki degisikler
indirekt testlerle ortaya konulabilmektedir. Subklinik mastitisler, siitte somatik hiicre
sayisinin (SHS) artmasi, siit veriminde %15-45’1ik disiis, siitiin bilesenlerinde
degisme ve patojen etkenlerin izolasyonu ile tanimlanabilen, infeksiyoz etkenleri
tagiyan ve yayan, ayrica siit¢ii inek isletmelerinde ekonomik kayiplarin %70-80°nine
sebep olan infeksiyonlardir (Bastan, 2007; Bhutto ve ark., 2012; Vural ve ark., 2016;
Galfi ve ark., 2017).

Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de en Onemli patojen mastitis
etkenleri arasinda yer alan Stafilokoklar, tavsan ve insan plazmasini koagule etme
yeteneklerine gore koagiilaz pozitif Stafilokoklar (KPS) ve koagiilaz negatif
Stafilokoklar (KNS) olarak gruplandirilmaktadir (Quinn ve ark., 1999; Ilgaz ve ark.,
2005; Kaliwal ve ark., 2011). KPS grubu igerisinde mastitis etkeni olarak S. aureus,
Stapylococcus intermedius ve Stapylococcus hyicus (koagiilaz reaksiyonu degisken)
bulunurken, KNS grubunda ise 10’dan fazla tiirlin mastitis vakalarindan izole

edildigi bildirilmistir (Pyorild ve Taponen, 2009; Seker ve Ozeng, 2010).

Mastitis olgularmin tedavisinde ge¢cmisten giliniimiize yaygin olarak beta
laktam grubu antibiyotikler veya bu grubu igerisinde bulunduran antibiyotik
kombinasyonlarinin asir1 kullanilmasi sonucu 6zellikle Stafilokoklarda beta-laktamaz
enzimine dayanikli penisilinlere karsi olusan ve genel anlamda metisilin direnci
olarak adlandirilan direncin olusmasi, insanlardaki ve hayvanlardaki infeksiyonlarin
yaygin bir nedeni olarak ortaya ¢ikmaktadir. Metisilin direncinin S. aureus suslarinda
da belirlenmesi ile antibiyotik direngliligi konusu Onemini daha da artirmistir
(Sawant ve ark., 2005; Dorneles ve ark., 2018).



Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinin yayilimi ile birlikte tedavi
secenekleri igerisinde vankomisinin kullanilmasi sonucu yillar i¢inde S. aureus

suslariin vankomisine duyarliliklarinda da azalmalar gorilmistir (Peng ve ark.,

2018).

Baz1 S. aureus suslar1 tarafindan sentezlenen Panton-Valentine Lokosidini
(PVL), lokositik etkiye sahip toksin ailesinde yer alip, insan ve tavsan polimorf
niikleer 16kositleri ve makrofajlari lizerinde litik etkiye sahiptir. PVL, 6zellikle S.
aureus infeksiyonlarimin patogenezinde rol alan virulens faktorleri arasinda en
onemlilerinden biri olarak kabul edilmektedir (Barrio ve ark., 2006; Lo ve Wang,
2011).

Hijyenik olarak tiim Onlemlerin alinmasina ragmen, aile tipi isletmelerden
modern isletmelere kadar genis bir skalada mastitis problemlerinin siiregelmesi
medikal yonlii koruma ve kontrol programlarinin gerekliligine dikkatleri ¢ekmistir.
Fakat bakteriyel infeksiyonlara kars1 etkili miicadeleler yiiriitebilmek icin
mastitislerin  etiyolojisinin, patogenezinin ve epidemiyolojisinin  bilinmesi

gerekmektedir.

1.1. Tarihge

1.1.1. Stapylococcus spp.

Insanlar ve hayvanlar igin patojenitesi oldukca yiiksek olan Staphylococcus tiirlerinin
151k mikroskobunda goriintiilenerek tanimlanmasi ilk kez 1878 yilinda Robert Koch
tarafindan, sivi besiyerlerinde iretilmesi ise 1880 yilinda Louis Pasteur tarafindan
basarilmistir. iskog cerrah Alexander Ogston 1881 yilinda etkenlere iiziim salkimi
anlamindaki Stapylococci ismini verirken, bu etkenlerin fareler ve kobaylar igin
patojen bir mikroorganizma oldugunu bildirmistir. Friedrich Julius Rosenbach ise
1884 yilinda beyaz renkli koloniler olusturan Stafilokok tiirlerine latince kokenli
beyaz anlaminda Stapylococcus albus, sari-portakal renkli koloniler olusturan

Stafilokok tiirlerine ise yine latince kokenli altin sarisi anlaminda Stapylococcus



aureus isimlerini vermistir. Ilerleyen zamanlarda S. albus’un ismi Stapylococcus
epidermidis olarak degistirilmistir. Bu agamadan sonra yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok
S. aureus 'un patojen olmayan Stafilokok tiirlerinden ayrimina yogunlasilmis ve 1930
yilindan itibaren koagiilaz reaksiyonu S. aureus’un diger tilirlerden ayriminda
kullanilmaya baslanmigtir. Diger Stafilokok tiirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalar 1960’11 yillarin ortalarinda Baird Parker tarafindan baslatilmistir. KNS
tiirleri 1970’1 yillarin ortalarina kadar patojen sinif igerisinde degerlendirilmezken,
vaka olgularinda siklikla KNS izole edilmesinin ardindan arastirmalar yon
degistirmistir. Yillar iginde slirdiirlilen arastirmalar sonucunda 1994 yilinda
Stapylococcus cinsi igerisinde 31 tiir belirtilirken, arastirmalarin derinlesmesi ile
giiniimiizde 50’nin {izerinde tiir ve alt tiiriin varligindan bahsedilmektedir (Kloos ve

Bannerman, 1994; Quinn ve ark., 1999; llgaz ve ark., 2005; Akan, 2006).

1.1.2. Metisilin

Ik kez 1896 yilinda Fransiz tip 6grencisi Ernest Duchesne, S. aureus kolonilerinin
Penicillium notatum tarafindan yikimlandigina dikkatleri ¢ekmistir. Alexander
Fleming 1928 yilinda P. notatum’un S. aureus’lar lizerindeki yikimlama etkisini
yeniden ve derinlemesine inceleme altina almistir (Waness, 2010). Bu arastirmanin
sonuglarinin 1929 yilinda yaymlanmasmi takip eden 10 yil sonunda Oxford
Universitesi'nde P. notatum’dan penisilin ekstraksiyonu yapilmis ve penisilin
1941°de  Stafilokok kaynakli infeksiyonlarda tedavi amagh kullanilmaya
baslanmistir. Tip tarihinin mihenk taslarindan birisi olan penisilinin kesfini takiben
ozellikle 1943 yilinda ABD’de penisilin iiretimi artmistir. Ancak 1944 yilinda Kirby
tarafindan penisilinaz (beta laktamaz) enzimi olusturulmasina bagl ilk penisilin
direncinin belirlenmesi ve 1947 yilinda belirgin bir sekilde penisilin direngli S.
aureus suslarinin izole edilmeye baslanmasi ile birlikte penisilinler etkinliklerini
kaybetmistir. Ardindan 1959 yilinda S. aureus’un irettigi penisilinaz enzimine
direngli semisentetik penisilin tiirevi metisilin iretilerek klinik kullanima
sunulmustur. Boylelikle S. aureus kaynakli infeksiyonlarda metisilinle tedavi
stratejisine gegilmesine ragmen, 1961 yilinda Ingiltere’de ilk metisiline direncli S.
aureus (MRSA) izolasyonu bildirilmistir (Kirby, 1944; Jevons, 1961; Enright ve



ark., 2002; Lowy, 2003; Waness, 2010). ilk izole edilen MRSA suslar1 hastane
kaynakli (HK-MRSA, Hospital-Associated MRSA, HA-MRSA) iken, ozellikle
1990’11 yillardan baslayarak toplumdan kazanilmis MRSA (TK-MRSA, Community-
Associated MRSA, CA-MRSA) suslarinda 6nce toplumdaki bireyler arasinda, sonra
saglik merkezlerde hizli bir artis tespit edilmistir (Enright ve ark., 2002; Waness,
2010). Mastitisli ineklerden ilk MRSA susu ise 1972 yilinda Belgika’da izole
edilmistir (Devriese ve ark, 1972).

1.1.3. Vankomisin

Ilk kez 1956 yilinda Hindistan ve Endonezya toprak orneklerinden izole edilen
Amycolatopsis orientalis tarafindan Gram pozitif bakterilere kars1 yiiksek aktivite
gosteren bir madde iiretildigi bildirilmistir (McCormick ve ark., 1956). Daha sonra
vankomisin olarak adlandirilan bu maddenin penisiline direngli Stafilokok tiirlerinin
olusturdugu infeksiyonlarin tedavisinde olduk¢a basarili oldugu gozlemlenmis ve

kullanimi1 artmistir (Levine, 2006).

Vankomisine karsi direng tespit edilen ilk Stafilokok tiirii Staphylococcus
haemolyticus’tur (Schwalbe ve ark., 1987). Ilk vankomisine duyarlilign azalmis,
"vankomisine orta derecede duyarli S. aureus (VISA)" 1997 yilinda Japonya’da
tespit edilmistir (Hiramatsu ve ark., 1997). Ardindan 1998 yilinda Fransa’da ve
Ingiltere’de, 1999 yilinda Hong Kong’da ve Ispanya’da, 2001 yilinda ise Brezilya’da
ve Avustralya’da insan kokenli VISA vakalar1 bildirilmistir (Howe ve ark., 1998;
Ploy ve ark., 1998; Wong ve ark., 1999; Ariza ve ark., 1999; Oliveraira ve ark.,
2001; Ward ve ark., 2001).

VanA direng genini tasiyan ilk vankomisine direngli S. aureus (VRSA) ise
2002 yilinda Amerika’nin Michigan eyaletinde diyaliz hastasinda kullanilan bir
kataterden izole edilmistir (Chang ve ark., 2003). Yine 2002 yilinda diger bir VRSA
susu Pennsylvania eyaletinde kronik topuk iilserine sahip bir hastanin irinli
akintisindan alinan sivap orneginden izole edilmis (Tenover ve ark., 2004), ardindan

bes vakadan daha VRSA izolasyonu bildirilmistir. Tiim bu vakalardaki VRSA’larin



vanA genini tasidiklar1 ve hastalarin anemnezinde MRSA kolonizasyonu ve sagaltim

secenegi olarak vankomisin kullanildigi tespit edilmistir (Sievert ve ark., 2008).

Hayvanlarda vankomisine fenotipik diren¢ varligi ise, 2016 yilinda
Hindistan’in Bat1 Bengal bolgesinde bulunan subklinik mastitisli inek ve kecilerin
sitinden yapilan bir arastirmada bildirilmistir (Bhattacharyya ve ark., 2016).
Nijerya’da taze ve fermente siit orneklerinde yapilan bir ¢calisma ve yine Nijerya’da
kanatlilarda yapilan ¢alismalarda da sadece vankomisine karsi fenotipik direng tespit
edildigi bildirilmistir (Otalu ve ark., 2011; Umaru ve ark., 2014; Okolie ve ark.,
2015).

1.2. Etiyoloji

1.2.1. Smiflandirma

Bergey’s Manual Bakteri Sistematigi'ne gore Stapylococcus tiirleri Eubacteria alemi,
Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Bacillales takimi, Stapylococcaceae ailesi ve
Stapylococcus cinsi igerisinde yer alirlar (Akan, 2006). Staphylococcus cinsi
igerisinde insan ve hayvanlar i¢in en patojen tiir S. aureus olarak bilinmektedir

(Quinn ve ark., 1999; Quinn ve ark, 2004; Akan, 2006).

Tablo 1.1. S. aureus'un Siniflandirilmasi (Akan, 2006).

Alem Eubacteria

Sube Firmicutes
Simf Bacilli

Takim Bacillales
Aile Stapylococcaceae
Cins Stapylococcus
Tiir Staphylococcus aureus




1.2.2. Genel Ozellikler

Stafilokoklar, 0,5-1,5 um ¢apina sahip, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, bazi suslari
hari¢ kapsiilsiiz, Staphylococcus saccharolyticus ve Staphylococcus aureus subsp.
anaberobius hari¢ fakiiltatif anaerofilik ozellikte, yuvarlak sekilli bakterilerdir.
Mikroskobik sahada tekli, ikili, dortlii koklar halinde goriiliirler. Ayrica birka¢ kokun
yan yana dizilmesi ile kisa zincirler veya iiziim salkimi benzeri sekiller
olusturabilirler (Holt ve ark., 1994; Quinn ve ark., 2004; Akan, 2006; llgaz ve ark.,
2012).

Stafilokoklar, koyun kanli agar ve nutrient agar gibi genel besiyerlerinde
tireyebilmektedirler. Etkenler, 37 °C’de 24 veya 48 saatlik inkiibasyonlar sonucunda
makroskobik olarak agarda piiriizsiiz ve parlak ylizeyli, diizgiin kenarli, disa dogru
hafif kabarik ve Smooth tipli (S-tipi) koloniler olustururlar. Tiim Stafilokok tiirleri
buyyonda inkiibasyon sonucu homojen bulaniklik olustururlar. S. aureus suslarinin
bazilar1 kolonilerinde sari-portakal renginde pigmentler olustururken, bazi suslar ise
beyaz-gri renkli koloniler olustururlar. S. aureus suslarmin bir¢ogu koyun kanli
agarda hemoliz zonlar1 olusturarak iirerler (Quinn ve ark., 2004; Akan ve ark., 2006;
Winn ve ark., 2006; llgaz ve ark., 2012). Optimal iireme 1silar1 37 °C olan
Stafilokoklarin, optimal tireme pH’s1 ise 7,4 tiir. Bununla birlikte etkenler 7 °C- 48,5
°C arasindaki sicakliklarda ve pH 4,2-9,3 arasinda da iireyebilmektedir (Quinn ve
ark, 2004; Akan, 2006; Winn ve ark., 2006).

Stafilokoklar, biyokimyasal ozellikleri yoniinden degerlendirildiklerinde
Stapylococcus sciuri, Stapylococcus lentus, Stapylococcus vitulinis, Stapylococcus
fleurettii hari¢ oksidaz negatif olup, tiim tiirler katalaz pozitiftir. Tavsan ve insan
plazmasin1 koagule etme yeteneklerine gore KPS ve KNS olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. S. aureus koagulaz pozitiftir (Quinn ve ark., 1999; Quinn ve ark, 2004).
Stafilokoklar, ihtiya¢ duyduklari enerjiyi oksidatif ve fermantatif yollarla iiretme
kapasitesindedirler. Stafilokoklarin ¢ogu tiirii kompleks nitrojen gereksinimlerinin
sonucu olarak beslenmelerinde ¢esitli amino asitler ile tiamin ve niasin vitaminlerine

ihtiyag duyarlar. Ayrica Stafilokoklar glukozu fermantatif olarak parcalayip son iiriin



olarak gaz olusturmaksizin laktik asit aciga ¢ikarirlar. Genellikle nitratlart nitritleri

indirgemektedirler (Winn ve ark., 2006; llgaz ve ark., 2012).

Stafilokoklar, 1s1 ve ¢cevre kosullarina direngli bakterilerdir. Etkenler, yiiksek
tuz yogunluklarina dayaniklilik gosterip, %7,5-10 NaCl igerigine sahip ortamlarda
tireyebilmektedirler. Genel amacl kullanilan dezenfektanlara genellikle duyarli olan
etkenler, fenol bilesenli dezenfektanlara kars1 direng gosterirler. Genellikle 60 °C’de
1 saat tutulduklarinda aktivitelerini kaybeden Stafilokoklar, kuruluga kars1 direnglidir
(Quinn ve ark, 2004; Akan, 2006; Winn ve ark., 2006).

S. aureus, neredeyse tiim evcil hayvanlarda ¢esitli klinik tablolara sebep olur.
Tiim tlirlerde irinli infeksiyonlar ve septisemiye neden olan S. aureus ozellikle
sigirlarin mastitis nedenleri arasinda major etkenler olarak bilinirler (Ilgaz ve ark.,

2012).



Tablo 1.2. Hayvanlarda S. aureus etiyolojili bazi infeksiyonlar (Quinn ve ark., 1999;
Quinn ve ark., 2004)

Konakgel infeksiyon

Subklinik, kronik, akut, perakut veya gangrendz mastitis
Sigir Meme impentigosu
Meme bas: piistiilleri

Akut, perakut, veya gangrendz mastitis
Kene piyemisi

Periorbital egzama

Stafilokokkal dermatitis

Koyun

Subakut veya perakut mastitis

Keei Stafilokokkal dermatitis

Akut, subakut ve kronik mastitis
Botriyomikoz

Nekrotik stafilokokal endometritis
Meme impetigosu

S. aureus
Domuz

Akut mastitis

A . . .
t Botriyomikoz (Kastrasyonu takiben)

Yeni dogan eksudatif dermatitisi
Apse

Konjuktivitis

Piyemi

Tavsan

Bumble-foot
Kiimes Hayvanlari Artritis ve septisemi (Hindi)
Omfalitis (nadir)

Kedi-Kopek Supuratif lezyonlar

1.2.3. Virulens Faktorleri

Stafilokoklar konak¢1 viicuduna giris yapmasi halinde immun sistem hiicreleri olan
notrofiller tarafindan 6ldiiriiliirler. Bu sebeple Stafilokoklarin virulens faktorleri daha
cok hiicre i¢i 6liimlerden veya fagositozdan kurtulma yoniinde gelisim gostermistir.
Insan ve hayvanlar icin en 6nemli ve patojen tiir olan S. aureus ayn: zamanda
virulensi en yiiksek olan Stafilokok tiiridiir (Ilgaz ve ark., 2012). S. aureus’un
virulens faktorleri yapisal bilesenler, enzimler ve toksinler olmak iizere ii¢ ana baslik

altinda toplanir (Peacock, 2006).
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1.2.3.1. Yapisal Bilesenler

1.2.3.1.1. Hiicre Duvar ve Kapsiil

Stafilokoklarin hiicre duvari standart Gram pozitif bakteri hiicre duvari yapisinda
olup, hiicre duvarinin ana bilesenlerini peptidoglikan ve teikoik asit olusturur (Ilgaz

ve ark., 2012).

Peptidoglikan, N-asetilglukozamin (NAGA) ve N-asetilmuramik asit
(NAMA) polimerlerinden olusan bir disakkarittir. Peptidoglikan, bakterinin hiicre
duvari kuru agirliginin %50’sini olusturur. Peptidoglikan tabakasi bakterinin ozmotik
basincini stabilize ederek bakteriye seklini verir. Ayrica bu tabaka makrofajlardan
sitokin salimimint uyarmas: ile komplement aktivasyonuna ve trombosit
agregasyonuna sebep olur. Diger bir etkisi ise monositlerden interlokin (IL)-1
salimimini uyarmasidir. Boylece polimorfniikleer lokositler infeksiyon bolgesine

toplanir ve bu bolgede apse olusumu gozlenir (Peacock, 2006).

Teikoik asit, ribitol veya gliserol fosfat polimerlerinin birbirlerine
fosfodiester baglari ile baglanmasi sonucu olusur ve peptidoglikan tabakasi igerisinde
yer alir. S. aureus’ta iki tip teikoik asit bulunur. Birincisi; peptidoglikan tabakasina
kovalent baglarla bagl hiicre duvar teikoik asididir. Ikincisi ise stoplazmik membran
glikolipitleri ile baglanti kurmus olan membran teikoik asididir. Teikoik asit,
bakterinin konak¢1 mukozasina adhezyonunu saglar. Tek basina zayif bir immunojen
olan teikoik asit, peptidoglikan ile birlestiginde spesifik antikor yanitin1 uyarabilen

giiclii bir virulens faktoriine doniistir (Peacock, 2006; Ilgaz ve ark., 2012).

Ekzopolisakkarit yapiya sahip olan kapsiil, bakteriyi fagositoza karsi
korurken ayrica etkenin uygun yiizeylere tutunmasini da saglar (Sutra ve ark., 1990;
Sutra ve Poutrel, 1994). S. aureus’un bilinen 11 farkli kapsiiler serotipi
tanimlanmistir. Ozellikle tip 5 ve tip 8 serotipi klinik izolatlarda en yaygin bulunan

serotipler olup, bu serotiplerin S. aureus ile iliskili insan infeksiyonlarinin ve sigir
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mastitislerinin %70-80’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994;
llgaz ve ark., 2012).

1.2.3.1.2. Yiizey Proteinleri (Microbial Surface Proteins Recognizing Adhesive
Matrix Molecules - MSCRAMM)

MSSCRAMM (Microbial Surface Proteins Recognizing Adhesive Matrix Molecules)
olarak tanimlanan yiizey proteinleri, Stafilokoklarin konak¢1 dokularina yapisarak
kolonize olmasini saglayan en Onemli faktordiir. Stafilokokal yiizey proteinlerini;
protein A, elastin baglayici protein, kollajen baglayici protein ve fibronektin

baglayici protein olusturur.

Protein A, S. aureus suslarinin ¢ogunda iki formu bulunan bir yiizey
proteinidir. Biri, peptidoglikan tabakasina kovalent baglarla baglanmis hiicre
yiizeyine bagl protein A, digeri ise etkenin {iretimi sirasinda ortama salinan protein
A’dir. Protein A’nin en 6nemli 6zelligi immunglobulinlerin (19G;, 19G;,, 19G4, 1gA;,
baz1 IgM) Fc (kristalize fragment) reseptdrlerine baglanabilmesidir (Immunglobulin
baglayan protein). Boylelikle giiclii immunojenik karaktere sahip olan protein A
komplementi aktive etme 6zelligi ile antifagositik, kemotaktik ve mitojenik etkilere
sahip dnemli bir virulens faktoriidiir. S. aureus infeksiyonlarinin teshisinde kullanilan
onemli bir yapt olan protein A ayrica sigirlarda S. aureus mastitislerinden izole
edilen suslarda %50-60 oraninda belirlenmistir (Sutra ve Poutrel, 1994; Dego ve ark.,
2002; Arda, 2011; llgaz ve ark., 2012).

Elastin, kollajen ve fibronektin baglayic1 proteinler etkenin konakgci
ekstraselliiler matriksine adezyonunda gorev alirlar. Sigirlarin mastitis vakalarinda
bu yiizey proteinlerinin bakterinin 6zellikle meme dokusuna adezyonunda rol

aldiklar belirtilmistir (Sutra ve Poutrel, 1994).
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1.2.3.1.3. Slaym Faktérii (Slime Factor)

Slaym maddesi, %40°1 karbonhidrattan, %27’si ise proteinden olusan amorf kapsiil
yapisinda glikokaliks bir materyaldir. Slaym faktorii bakteriyi fagositozdan korur,
notrofillerin etkisini Onler ve lenfositlerin aktivitesini azaltir. Slaym faktorii
ozelliginden dolay1 Stafilokoklar metal ve plastik yilizeylere kolayca tutunabilirler.
Slaym fakt6riine sahip S. aureus, meme dokusu epitel hiicrelerine slaym faktorii
iiretmeyen Stafilokoklara gore daha hizli tutunur. Slaym faktorii ¢ok giiclii antijenik
yapida olup, konakeida yiliksek titrede antikor olusumuna neden olur (Baselga ve

ark., 1993; Arslan ve Ugan, 2005; Yasar ve ark., 2011).

1.2.3.2. Enzimler

Stafilokoklar, konake¢i sisteminde kendilerine avantaj saglayan bircok enzime
sahiptir. Bu enzimler Stafilokoklarn yayilimimi kolaylastirarak infeksiyon
patogenezinde 6nemli rol oynar (Peacock, 2006). Mastitis vakalarinda S. aureus’un
stit i¢inde hizla gogalabilmesinde de bu enzimlerin 6nemli katkis1 vardir (Sutra ve

Poutrel, 1994).

1.2.3.2.1. Katalaz

S. aureus ve diger tiim Stafilokok tiirleri tirettikleri katalaz enzimi sayesinde toksik
olan hidrojen peroksidi (H,O,) toksik olmayan hidrojene ve suya ayrigtirabilirler.
Ayrica bakteriler katalaz enzimini tiretmeleriyle birlikte fagositlerin igerisinde toksik

oksijen radikalleri tarafindan 6ldiiriilmeye karsi da direng kazanirlar (Peacock, 2006).

1.2.3.2.2. Koagiilaz

Koagiilaz, patojenite ile ilgili bir faktordiir ve plazmanin pihtilasmasina neden olur.
S. aureus’un tiim suslar1 koagiilaz pozitiftir. Stafilokoklarda koagiilaz 6zelligi lam ve

tip koagiilaz testi ile belirlenir. Lam koagiilaz testinde kiimelestirme faktorii



13

(clumping factor), tiip koagiilaz testinde ise serbest koagiilaz varligi saptanir (Akan,
2006).

Kiimelestirme faktorii (clumping factor), S. aureus’un hiicre yiizeyinde
bulunur ve fibronojene baglanabilir. Fibronojenin fibrine doniisiimii ile bakteri
yiizeyinde fibrin presipitasyonunu takiben kiimelesme ve agliitinasyon olusur.
Boylece bakterinin ¢evresinde fibrinden bir tabaka olusmasi ile etken konak¢1 immun

sisteminden korunur (Peacock, 2006).

Serbest koagiilaz bakteriden disariya salgilanarak globiilin yapisindaki
plazma faktorii ile Dbirleserek trombin benzeri stafilotrombini olusturur.

Stafilotrombin ise fibronejeni fibrine doniistiirerek plazmayi pihtilastirir (Peacock,

2006).

1.2.3.2.3. Lipaz

Lipaz enzimi yaglart hidrolize ederek lipid barindiran viicut bdlgelerinde
Stafilokoklarin lokalize olmasma yardimer olur. Ozellikle derideki yag asitlerinin

koruyuculugunu azaltan lipaz enzimi sayesinde etkenler deride ve deri altinda apse

olustururlar (Akan, 2006).

1.2.3.2.4. Hyaluronidaz

Yayilma faktorii olarak da bilinen hyaluronidaz enzimi, konak¢i bag dokusunda
bulunan ve bag dokusunun koruyucu maddesi olan hyaluronik asiti parcalayarak
bakterilerin dokulara yerlesmesini ve yayilmasini kolaylastirir (Akan, 2006).

1.2.3.2.5. Deoksiriboniikleaz (DNaz)

DNaz enzimleri endoniikleaz ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri

parcalayan fosfodiesterlerdir (Peacock, 2006).
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1.2.3.2.6. Betalaktamaz (Penisilinaz)

Penisilinaz, Stafilokoklarin beta laktam grubu antibiyotiklere kars1 kazandigi direngte
en Onemli rolii oynayan enzimdir. Rezistanslik plasmidi (R-plasmidi) tarafindan
kodlanan penisilinaz, beta laktam grubu antibiyotiklerdeki B-laktam halkasinin
hidroksil grubunu pargalayarak antibiyotigi etkisiz hale getirir (Fuda ve ark., 2005;
Akan, 2006).

1.2.3.3. Toksinler

S. aureus toksinleri, hastalik patogenezinde 6nemli rol oynayan virulens faktérleridir.
Bu toksinler araciligi ile etken hiicre i¢inde canli kalabilir ve yayilabilir. Ayrica bazi
membran aktif toksinler bakteriyi konak immun yanitindan korumakta ve konaktan

saglanan besinlere erisim yolunu agmaktadir (Ilgaz ve ark., 2012)

1.2.3.3.1. Sitolitik Toksinler

1.2.3.3.1.1. Hemolizinler

Hemolizinler, c¢esitli hayvanlarin eritrositlerinde hemoliz yapip yapmamalari,
hemoliz i¢in gerekli kosullar ve toksitite kapasitelerine gore dorde ayrilir. S. aureus,

bu dort hemolizine de (alfa, beta, gama, delta) sahiptir (Quinn, 2004; Peacock, 2006).

Alfa Hemolizin (Alfa Toksin), S. aureus’un en patojen hemolizinidir.
Bakteriyel kromozamlarda ve plazmidlerde kodlanir. Antijenik, hemolitik,
dermonekrotik ve sitolitik 6zelliklere sahip olan alfa toksini formolle toksoid hale
getirilebilir. Kanli agarda iireyen S. aureus kolonilerinin g¢evresindeki tam
hemolizden sorumludur. Alfa toksin memeli hiicre membranlarina baglanarak
oligomerize olur ve nekroza yol acan porlar olusturur. Eritrositler alfa toksine en
duyarl hiicrelerdir. Ozellikle tavsan eritrositlerine kars: yiiksek oranda litik aktivite
gosterir. Ayrica l6kositlerde lizozomal par¢alanmaya neden olarak diiz kaslari

etkiler, kasilmalar ve paralizler sonucunda kan damarlarinin diiz kas epitel
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dokusunda nekroza yol agarlar. Alfa toksin sigirlarin gangrenéz mastitisi ile de
iliskilendirilir (Quinn, 2004; Peacock, 2006; Miistak ve Esendal, 2008; llgaz ve ark.,
2012).

Beta Hemolizin (Beta Toksin), ilk kez 1935 yilinda Glenny ve Stevens
tarafindan tanimlanmigs olmakla birlikte "sfingomiyelinaz C" olarak da bilinir
(Glenny ve Stevens, 1935). Hiicre membraninda bulunan sfingomiyelin ile eritrosit,
16kosit ve fibroblast hiicrelerine etki eden bir toksindir. Bu toksinin hemolitik
aktivitesinin 1s1 diislisiiyle birlikte artmasi sebebiyle "sicak-soguk hemolizin" olarak
kaydedilmistir. En giiclii litik etkisini sigir ve koyun eritrositlerine karsi gosterir.
S1g1r mastitis vakalarinda rol oynayan énemli bir virulens faktorii olup alfa toksin ile
birlikte doku yikimi ve apse olusumundan sorumludur. Beta toksin, sigirlarin meme
bezlerindeki sekresyon iireten epitel hiicrelerini yikimlar, alfa toksinin etkisini artirir.
Etkenin meme epitel hiicrelerine adezyonunu kolaylastirir ve bolgede
proliferasyonunu artirir. Beta toksin antijenik yapida olup antitoksini ile notralize
olur ve formol ile toksoid haline getirilebilir (Glenny ve Stevens, 1935; Sutra ve
Poutrel, 1994; Cifrian ve ark., 1996; Dego ve ark., Peacock, 2006; Miistak ve
Esendal, 2008).

Gama Hemolizin (Gama Toksin), o6zellikle tavsan, koyun ve insan
eritrositleri tlizerinde litik etkiye sahiptir. Bunun yani sira 10kositleri lize etme
yetenegine de sahiptir. Gama toksinin patogenezdeki etkin rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte notrofiller tizerindeki sitotoksik etkisi infeksiyonun baglangic

sathalar1 ile bagdastirilir (Fitzgerald ve ark., 2000).

Delta Hemolizin (Delta Toksin), eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve
trombositler iizerinde hasara yol agan toksindir. Ozellikle insan, tavsan, koyun ve
maymun eritrositleri lizerine litik etkiye sahiptir. Ayrica delta toksin, adenilat siklazi
aktive ederek siklik adenozin monofosfat (CAMP) salinimina neden olur. Bunun
sonucunda toksik sok sendromunda ve Stafilokok etiyolojili gida zehirlenmelerinde
diyare semptomlarinin olusumunda rol aldig: diisiiniilmektedir (Dinges ve ark., 2000;

Miistak ve Esendal, 2008).
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1.2.3.3.1.2. Lokosidinler (Lokotoksinler)

Lokosidinlerin polimorf niikleer notrofiller ve makrofajlar iizerinde sitolitik ve
l6kotoksik etkisi vardir. Lokosidinler, molekiiler agirligi 32 kilodalton (kDa) olan
fast (F) ve 35 kDa olan slow (S) komponentlerden olusur. Bu kompenentlerden her
biri ayr1 ayri antijenik yapida olmasina ragmen, litik etkilerini gdsterebilmeleri igin
bir arada bulunmalar1 gerekir. Sinerjik etki ile bu komponentler 16kositlerin
membranlarinda iyon gecirgenligini artiran gézeneklerin agilmasina neden olurlar. S.
aeurus’un en onemli 16kosidini olan Panton-Valentine 16kosidin (PVL), insanlarda
nekrotizan primer kutandz infeksiyonlar, deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
nekrotizan pnémoni ve tekrarlayan osteomyelitisler ile iliskilendirilmesi sebebiyle
MRSA infeksiyonlarinin patogenezindeki en onemli virulens faktorlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. PVL toksini 1932 yilinda kesfedilmesine ragmen 19.
yiizyil sonlarina dogru literatiirlere ge¢mistir (Monecke ve ark., 2007). Stafilokokkal
toksin ailesi PVL (lukS-PV + lukF-PV), hemolizin (HIgA + HIgB ve HIgC + HIgB)
ve [ukM (lukM + lukF-PV) ile IUKE/D (IUKE + lukD)’den olusmaktadir (Quinn ve ark,
2004; Winn ve ark., 2006; Miistak ve Esendal, 2008; Lo ve Wang, 2011). Meme
bezlerinin savunma mekanizmasinda en O©nemli defansinin polimorf niikleer
l6kositler tarafindan yapilan fagositoz oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda,
Stafilokok etiyolojisi ile iligkili mastitislerin patogenezinde PVL’nin 6nemli bir
faktor oldugu diistintilmektedir (Rainard ve ark., 2003). Bunun yani sira, PVL’nin S.
aureus mastitislerinin patogenezindeki roliiniin agik olmadigi ya da patogenezde
Ooneminin olmadigini bildiren arastiricilar da bulunmaktadir (Ikawaty ve ark., 2010;
Gezgen ve Seker, 2016).

1.2.3.3.1.3. Epidermolitik Toksin (Eksfoliyatin)

Eksfoliyatin, ekzotoksin niteliginde olan protein yapili bir toksindir. Epidermolitik
toksinler, immunolojik &zellikleri birbirinden farkli, ayn1 24 kDa molekiiler agirliga
sahip ve proteolitik 6zellikleri sayesinde epidermisin mukopolisakkarit matriksini
pargalayarak ayni biyolojik aktiviteleri gosteren Epidermolitik Toksin A (ET-A) ve

Epidermolitik Toksin B (ET-B) olmak tizere iki toksinden olusur. ET-A kromozomal
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kokenli olup 100 °C 1s1ya 20 dakikaya kadar dayaniklidir, ET-B ise plazmid kokenli
olup 1s1ya dayanaksizdir. Insanlarda Stafilokokal haslanmis deri sendromuna neden

olan her iki toksin de insanlar i¢in immunojenik yapidadir (Winn ve ark., 2006).

1.2.3.3.1.4. Enterotoksinler

Bakteriler tarafindan enterotoksin salinimini takiben konak¢t immun sisteminin
antijen sunan hiicreleri ile karsilasan toksin islenerek T lenfosite sunulur boylece T
lenfosit proliferasyonuna ve yiiksek oranda sitokin ekspresyonuna neden olur
(Balaban ve Rasooly, 2000). Onceleri Stafilokokal enterotoksilerin SEA, SEB, SEC,
SED ve SEE olarak kodlanan bes immiinolojik tipi belirlenmigsken giliniimiizde
bunlara ek olarak SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEQ, SER ve
SET olarak kodlanan yeni immunolojik tipler de belirlenmistir. Stafilokoklar
tarafindan iiretilen polipeptid yapili enterotoksinler 1siya dayaniklidir ve 100 °C’de
30 dakikaya kadar direng gosterirler (Winn ve ark., 2006). Insanlarda 6zellikle besin
zehirlenmelerinden sorumlu olan enterotoksinler, si§ir mastitis vakalarindan izole
edilen Stafilokok suslarinda da tespit edilmistir. Tiirkiye’ de yapilan ¢alismalarda
Karahan ve ark. (2009), sigir mastitis vakalarindan izole edilen S. aureus suslarinin
%29,3’liniin bir veya daha fazla enterotoksin geni tasidigin1 ve en yaygin genin SEI
oldugunu bildirmiglerdir. Van’da 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise Boynukara
ve arkadaslart sigir mastitis vakalarindan izole edilen S. aureus suslarinin
%25,5’inde enterotoksin genlerini belirlediklerini ve en yaygin enterotoksin tipinin

SEA oldugunu vurgulamiglardir (Boynukara ve ark., 2008).

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

Toksin sok sendromu toksini-1 (TSST-1), protein yapida olup 22 kDa molekiiler
agirliga sahiptir. Siiper antijen olarak davranan TSST-1, T lenfosit proliferasyonu,
IL-1, interferon-y ve tiimor nekrozis faktor salinimini uyarir (Winn ve ark., 2006). S.
aureus suslarinin %35-25’1 TSST-1 geni tasir. Sistemik olarak salgilanan TSST-1,
insanlarda ates, diyare, eritrodermi, mental konfiizyon, refrakter hipotansiyon ile

karakterize bir tablo olusturur ve toksik soka neden olur (Dinges ve ark., 2000;
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Moreillon ve ark., 2005; Alen ve ark., 2006). Ayrica TSST-1 etkenin adezyonuna ve
invazyonuna katki saglayarak S. aureus’un mastitislerdeki patojenitesini

arttirmaktadir (Dego ve ark., 2002).

1.3. Antibiyotik Etki ve Diren¢ Mekanizmalari

1.3.1. Metisilinin Etki Mekanizmasi

Metisilin dahil tiim beta laktam grubu antibiyotikler; bakterinin hiicre duvari
sentezinde gorev alan ve "penisilin baglayan proteinler (Penicillin binding proteins,
PBPs)" olarak bilinen proteinlere baglanarak, karboksipepsidaz ve transpepsidazi
inhibe eder. Boylece peptidoglikanda ¢apraz baglanma reaksiyonu durur. Zayif hiicre
duvart olusumunu takiben bakteri hiicre biitiinliigiinii koruyamaz ve canliligini

kaybeder (Stapleton ve Taylor, 2002).

1.3.2. Metisiline Diren¢ Mekanizmasi

Metisilin direnci, beta-laktamaz enzimi ile hidrolize olmayan beta laktam

antibiyotiklere (metisilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin) kars1 gelisen direncin

genel ismidir (Chambers, 1997; Unal, 2009; Dogan ve ark., 2018).

Metisilin direnci, antibiyotigi inaktive eden faktoriin beta-laktamaz enzimiyle
degil, kromozomal yolla meydana geldigi diren¢ seklidir. S. aureus’ta da metisilin
direnci beta-laktamaz iiretiminden farkli bir mekanizma olan PBP’ler vasitasiyla
gerceklesmektedir (Chambers 1997; Dogan ve ark., 2018). S. aureus, bir adet iki
fonksiyonlu PBP2 ile tek fonksiyonlu PBP1, PBP3 ve PBP4 olmak iizere toplam dort
adet PBP’ye sahiptir (Jonge ve Tomasz, 1993; Dogan ve ark., 2018). PBP2, diger
PBP’lerden farkli olarak beta-laktam grubundaki antibiyotiklere kars1 diisiik affinite
gosterir. Diigiik affinite gdstermesi sayesinde antibiyotik varliginin oldugu
durumlarda yiiksek affinite gosteren PBP’lerin  fonksiyonunu devralarak

peptidoglikan sentezinin devamliligini saglar (Jonge ve Tomasz, 1993; Stapleton ve
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Taylor, 2002; Gordon ve Lowy, 2008; Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Dogan ve
ark., 2018).

Metisiline direngli Stafilokoklarin genetik yapilarinda 40-60 Kilobayt (Kb)
biyiikliligiinde, "Stafilokokal Kaset Kromozom mec (Stapylococcal Cassette
Chromosome mec, SCCmec)" olarak isimlendirilen DNA pargas1 vardir (Stapleton
ve Taylor, 2002; Wielders ve ark., 2002). SCCmec; metisilin direncinde aktif rol
oynayan ve PBP2’nin degisiklige ugramis formu olan PBP2a’y1 kodlayan mecA ve
mecC geni ile mecA transkripsiyonunu diizenleyen mecl ve mecRI genlerinden
olusmaktadir (Chambers, 1997; Wielders ve ark., 2002; Pehlivanoglu ve Yardimci,
2012; Hiramatsu ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2018). Metisiline duyarli S.
aureus'larda (MSSA) bu genler bulunmazken, MRSA’lar bu genlere sahiptir
(Appelbaum, 2007; Dogan ve ark., 2018)

S. aureus’larda mecA geninin varligi ile ortaya ¢ikan metisilin direnci,
fenotipik olarak homojen direng¢ ve heterojen diren¢ olmak iizere iki farkli sekilde
ortaya ¢ikmaktadir (Stapleton ve Taylor, 2002; Wielders ve ark, 2002). Homojen
direncin gorildigi S. aureus’larda koloniyi olusturan tiim bakteriler mecA genine
sahiptir ve tamaminda bu gen aktif haldedir. Olusan bu yiiksek diizeyli metisilin
direncinin herhangi bir ¢evresel faktor ile baglantis1 bildirilmemistir (Peacock, 2006;
Dogan ve ark., 2018). Heterojen direngte ise koloniyi olusturan tiim S. aureus’lar
mecA geni tasimalara ragmen yiiksek direng sadece 10°-10% bakteriden birinde
belirlenir ve izolasyon uygulamalarinda en sik karsilasilan direng tiiridiir (Henze ve
ark., 1993; Hiramatsu ve ark., 2002; Dogan ve ark., 2018). Izole edilen S. aureus
suslarinin  mecA genini tasimalarina ragmen suslarda heterojen direng
belirlenmesinin, mecA geninin fonksiyonunu kontrol ettigi diistiniilen fem (metisilin
direncinin ekspresyonu i¢in gerekli faktorler, factors essential for the expression of
methicillin resistance) faktorii olarak tanimlanan gen kompleksi iizerindeki femA ve
femX kontrol genlerinin bir ya da birkaginin mecA geninin ekspresyonunu inhibe
etmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir (Jacoby ve Archer,1991; Chambers, 1997;
Dogan ve ark., 2018).
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Metisiline karsi fenotipik direnci ortaya ¢ikaran bir diger durum ise asir1 beta-
laktamaz tretimidir. Beta-laktamaz enzim iretiminden beta-laktamaz geni (blaZ
geni) sorumludur ve antirepresor olan blaRl ve represor olan blal genleri tarafindan
kontrol edilir. Ortamda bulunan beta-laktam, blaRl transmembran proteinine
baglanir. Bunun sonucunda bakteriye disaridan igeriye dogru sinyal iletimi
gerceklesir ve beta-laktamaz enzim sentezi aktive olur (Ryffel ve ark., 1992).
Ozellikle heterojen metisilin direnci gdsteren suslarda asir1 beta-laktamaz iiretimine
bagl olarak ortaya ¢ikan direng tiiriine borderline (simirda) direng, bu dirence sahip
S. aureus’lara ise BORSA (borderline resistant S.aureus) adi verilmektedir
(Montanari ve ark., 1990; Chambers, 1997).

Son yillarda, B-laktamaz iiretmeyip, mecA geni tasimadigi halde metisiline
diisiik diizeyde direncgli oldugu belirlenen S. aureus suslari tanimlanmigtir. Normal
PBP’lere sahip oldugu halde bu proteinlerden PBP3’lin B-laktam ajanlar1 baglama
kapasitesindeki modifikasyonlar nedeniyle bu suslar, MODSA (modified resistant
S. aureus) olarak isimlendirilmistir (Bignardi ve ark., 1996; Chambers, 1997).

S. aureus’larda metisilin direncinin artmasi ile birlikte diinya genelinde basta
hastane kaynakli infeksiyonlar (HA-MRSA) olmak iizere, toplumsal kaynakli (TA-
MRSA) ve ciftlik hayvanlari kaynakli (LA-MRSA, Livestock-Associated MRSA)
infeksiyonlarin prevalansinda artis oldugu bilinmektedir (Morgan, 2008; Gopal ve
Divya, 2017).

1.3.4. Vankomisinin Etki Mekanizmasi

Vankomisin, glikopeptid yapida bir antibiyotik olup, pentapeptit prekiirsor linitenin
D-Alanin D-Alanin kismina yiiksek affinite ile baglanarak bu yapinin peptidoglikan
yapiya baglanmasin1 bloke eder ve bdylece kros baglarin olusumunu Onler
(Courvalin, 2006).
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1.3.5. Vankomisine Diren¢ Mekanizmasi

Stapylococcus suslarinda vankomisine karst homojen ve heterojen olmak {izere iki
tip diren¢ vardir. Ayrica Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerlerine

gore Stafilokoklar, direngli ve orta derecede duyarli suslar olarak gruplandirilir
(CLSI, 2007).

Hetero-VISA (h-VISA) suslar1 genel olarak vankomisine duyarli olup (MIK
<4pg/ml), MIK degeri 8-16 pg/ml arasinda degisen 1x10° kob (koloni olusturan
birim, colony forming unit, cfu) oraninda ara direnclilik gosteren bakterilerden
olusmaktadir (Hiramatsu ve ark., 1997). Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii’niin (Clinical and Laboratory Standarts Institute, CLSI) 2007 yilinda
yaptig1 revizyon ile MiK degeri 4-8 pg/ml olan S. aureus suslari h-VISA olarak
kabul edilmistir (CLSI, 2007, 2012, 2013, 2016, 2017). Hetero-VISA suslar,
Homojen VISA suslar icin prekiirsor olarak kabul edilmektedir (Hiramatsu ve ark.,

1997).

Vankomisin diren¢ mekanizmas1 h-VISA suslarinda vankomisine duyarliligin
azalmasi ile iligkilidir. Vankomisine duyarliligin azalmasi ise bakteri hiicre duvar
peptidoglikan biyosentezinde gerceklesen degisikliklerle aciklanmaktadir. VISA
suglarinda Vankomisine duyarli S. aureus (VSSA) suslarina gore daha fazla miktarda
peptidoglikan sentezlenir ve bu sebeple VISA’larin hiicre duvarinda diizensiz
kalinlagsmalar goriiliir. Ayrica peptidoglikan zincirlerindeki ¢apraz baglanmalarda da
azalmalar ile birlikte D-alanin D-alanin rezidiilerinin sayisinda artiglar olur
(Hiramatsu ve ark., 1997; Hanaki ve ark., 1998; Geisela ve ark., 1999). Tim bu
degisiklikler sonucunda vankomisin, fazlaca bulunan D-alanin D-alanin rezidiileri
tarafindan tutulur ve bakteri yiizeyinde birikir. Boylece diger vankomisin molekiilleri
bakteri hiicre duvari sentezinin gerceklestigi plazmik membrana yakin yerdeki hedef
bolgelere ulasamaz (Hiramatsu, 2001). VISA suslarinda vankomisin duyarliliginin
azalmasi bu mekanizma ile agiklanirken, genellikle bu durumun vankomisin ile

muamele sonucunda olustugu bildirilmistir (Hageman ve ark., 2006).
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VRSA suslarinda goriilen direng mekanizmasi ise vanA geninin varligi ile
aciklanmaktadir. Enterococcus faecalis’ten konjugasyon yolu ile S. aureus’a vanA
geninin gecmesi ile birlikte bu gene sahip VRSA suslarinda, hiicre duvarindaki N-
Asetil Muramik Asit/N-Asetil Glukozamin (NAMA/NAGA) peptidlerin D-alanin D-
alanin terminal kisminin yerini D-alanin D-laktat dizisinin almasi sonucunda etkenin
vankomisine kars1 affinitesi 1000 kat kadar azalir (Tenover, 2006; Gardete ve
Tomasz, 2014; McGuinness ve ark., 2017). Vankomisine direngli Enterokoklardan S.
aureus’a vanA geninin transferi Tn1546 transpozonunu tasiyan konjugatif karakterli
plazmid araciligiyla gerceklesir (Tenover ve ark., 2004; Hageman ve ark., 2006;
McGuinness ve ark., 2017).

S. aureus suslarinda genel direng genotipinin VanA tipi direng oldugu
belirtilmekle birlikte, son yillarda suslarda VanA tipi direng disinda VanB tipi direng
belirlendigini bildiren arastirmalar da mevcuttur (Saadat ve ark., 2014). VanA tipi
direncte, indiiklenebilir yiiksek seviyede vankomisin (MIK> 64 pg/ml) direncinin
goriildiigii belirtilmektedir (Courvalin, 2006).

Yapilan bu c¢alismada, Afyonkarahisar merkez ilgelerindeki mastitisli
ineklerden toplanan meme lobu siit 6rneklerinden S. aureus izolasyonu, izole edilen
bu suglarda mecA, vanA ve pvl genlerinin varliginin arastirilmasi ve suslarin veteriner
sahada yaygmn olarak kullanilan g¢esitli antibiyotiklere direng¢ fenotiplerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1. Orneklenen Hayvanlar ve Orneklerin Toplanmasi

Nisan 2017 ve Ekim 2018 tarihleri arasinda Afyonkarahisar ili Merkez il¢e ve
koylerinde bulunan 40 farkli aile tipi (kiiciik Slgekli) isletme 6rnekleme amaciyla
ziyaret edildi. Orneklemeye bu isletmelerdeki laktasyonun farkli donemlerinde
bulunan, en az bir dogum yapmis, son ii¢ ayda antibiyotik tedavisi uygulanmamis
170 bas sagmal inek dahil edildi. Materyal olarak, 6rneklenen hayvanlarin 78 meme
lobunun kor olmasi nedeniyle, toplam 602 meme lobu siit 6rnegi kullanildi.
Orneklenen hayvanlarin 6rneklemenin yapildig1 yerlere gére dagilimi Tablo 2.1'de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Orneklenen hayvanlarin 6rneklemenin yapildigi yerlere gore dagilimi

Ornekleme Yapilan Yerler Orneklenen Hayvan Sayisi (n)

Akgin 11
Cavdarh 20
Cukurkoy 9
Degirmendere 21
Diizagag 35
Iscehisar 10
Kiigiikgobanlar 10
Sinanpasa 12
Siiliin 22
Susuz 20

Orneklemeden 6nce meme loblarinin fiziksel muayenesi yapilarak, loblarda
mastitis yonlinden makroskobik bulgular ve anormallikler olup olmadig: kayit altina
alindi. Ardindan, her bir meme lobuna California Mastitis Testi (CMT) uygulandi ve

test skorlamalar1 (+1, +2, +3, siipheli ve negatif) Schalm ve ark. (1971) tarafindan
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onerildigi sekilde yapildi. Skorlama sonrasinda CMT'ye negatif, siipheli ve pozitif
reaksiyon gosteren hayvanlarin her bir meme bast %70’lik alkolle temizlendi,
kuruland1 ve ilk sagim siitii uzaklastirildi. Sonrasinda, her bir memeden steril tiipler
igerisine 10 ml siit 6rnegi alinarak, ornekler en kisa siirede soguk zincirle

laboratuvara ulastirildi.

2.1.2. Standart Suslar

Tiim test ve uygulamalarda S. aureus ATCC 33591 (MRSA), S. aureus ATCC 49775
(PVL pozitif S. aureus) ve E. faecium ATCC 51559 pozitif kontrol suslar ile S.
aureus ATCC 25923 (MSSA) negatif kontrol susu kullanildi.

2.1.3. Besiyerleri, Soliisyonlar, Cozeltiler, Identifikasyon Kitleri ve Antibiyotik
Diskleri

Columbia Blood Agar Base (Oxoid, Ingiltere)

Trypticase Soy Agar (TSA) (Oxoid, Ingiltere)

Trypticase Soy Broth (TSB) (Oxoid, Ingiltere)

Nutrient Broth (NB) (Oxoid, Ingiltere)

Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid, ingiltere)
Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) Basal Medium (Merck, Almanya)
Gram boyama soliisyonlari

Fizyolojik tuzlu su (9%0,9’luk FTS)

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi (%3 liik ve %30°luk H,05)

Taze tavsan plazmasi

CMT soliisyonu (Eimii, Almanya)

%10’luk glikoz ve mannitol soliisyonlari

Steril parafin (Aykim, Bursa, Tiirkiye)

Steril gliserin (Tekkim, Bursa, Tiirkiye)

Oksidaz test kiti (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye)

Gram pozitif ticari identifikasyon kiti (BD BBL Crystal™ Gram-Positive 1D Kit)
(Becton, Dickinson and Company, ABD)
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Amoksisilint+klavulanik asit (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
Enrofloksasin (5ug) (Oxoid, Ingiltere)

Sefoksitin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)

Oksasilin (1pg) (Oxoid, Ingiltere)

Sefalothin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)

Rifampisin (5pg) (Oxoid, Ingiltere)

Gentamisin (10pg) (Oxoid, Ingiltere)

Eritromisin (15pg) (Oxoid, ingiltere)

Penisilin G (10U) (Oxoid, ingiltere)

Tetrasiklin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)
Trimetoprim/Sulfametoksazol (25ug) (Oxoid, ingiltere)
Vankomisin (30pg) (Oxoid, Ingiltere)

2.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PZR) Kullamilan Buffer, Soliisyon,

Ekipman ve Cihazlar

Tris-Borate-EDTA Buffer 10X (10X TBE Buffer) (Fermentas, Litvanya)
Ethidium bromid soliisyonu (AppliChem, Almanya)

Agaroz (Basica Le Agarose, Prona, Fransa)

Primerler (ThermoFisher Scientific, Almanya)

10X PCR buffer (Fermentas, Litvanya)

dNTP mix (Fermentas, Litvanya)

MgCl;, (Fermentas, Litvanya)

Taq DNA Polymerase (Fermentas, Litvanya)

DNA ladder (GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, Fermentas, Litvanya)
6XLoading dye (Fermentas, Litvanya)

GeneJet Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Litvanya)
Vorteks (Ika, Almanya)

Sogutmalr santrifiij (Sigma, Almanya)

Hassas terazi (Ohaus-Pioneer, Isvigre)

Thermal cycler (Techne-TC-Plus, Ingiltere)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo Scientific, ABD)
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Jel elektroforez cihazi (Thermo Scientific, ABD)

UV-transilluminator (Vilber Lourmat, Avustralya)

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerden Stapylococcus aureus’un izolasyon ve Identifikasyonu

Aseptik kosullarda toplanan her bir siit numunesinden 10 pl alinarak %7 oraninda
koyun kani igeren Columbia Blood agara (Oxoid, Ingiltere) ekim islemi yapildi.
Ekim yapilan petriler 37 ‘C’de aerobik kosullarda 24 saat inkube edildi. inkubasyon
sonrasinda agarda en az bes koloni olusturan numuneler degerlendirmeye alinarak,
koloniler makroskobik ve mikroskobik yonden incelendi. Kenarlar1 diizgiin,
yuvarlak, tist kismi piirlizsiiz, parlak, smooth (-S) tipli, sarimsi-krem veya beyaz
renkli, 1-2 mm c¢apindaki kolonilerin Gram boyamasi yapildi. Mikroskobik
morfolojisi Gram pozitif kok seklinde olan ve lziim salkimi benzeri yiginlar
olusturan kolonilerden birer tane segilerek pasajlari yapildi ve saf kiiltiirler elde
edildi. Siipheli izolatlara oncelikle standart biyokimyasal testler olan oksidaz, lamda
ve tlipte katalaz, lamda ve tiipte koagiilaz, mannitoliin anaerobik fermantasyonu ve
glukoz fermantasyonu testleri uygulandi (Quinn ve ark., 2004; Arda, 2011; Ilgaz ve
ark., 2012). Standart biyokimyasal testleri takiben, izolatlarin kesin identifikasyonlar:
ise, TUretici firmanimn oOnerisi dogrultusunda kullanilan Gram pozitif ticari
identifikasyon kiti (BD BBL Crystal™ Gram Positive ID kit, Becton Dicksion and
Company, USA) ile gerceklestirildi. Identifikasyonu tamamlanan suslar, DNA
ekstraksiyonu ve antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilmak iizere, igerisine %15
oraninda gliserin ilave edilen TSB'ler (Oxoid, Ingiltere) igerisinde -20 °C’de

saklandi.
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2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Metisiline direng geni ve pvl toksin geni pozitif kontrol suslari, mecA geni negatif
kontrol susu ve calismada elde edilen S. aureus test suslarindan DNA ekstraksiyonu
kaynatma yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Kaynatma yontemi igin, kontrol
suslar1 ve test suslarmin TSA’da (Oxoid, Ingiltere) iiremis taze ve saf kolonilerinden
birer adet segilerek 500 ul steril distile su igeren ependorflar (DNase-RNase free)
icerisinde siispanse edildi. Elde edilen siispansiyonlar, 100 °C’lik su banyosunda 10
dakika kaynatildiktan sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Garipcin ve
Seker, 2015; Gezgen ve Seker, 2016). Vankomisin diren¢ geninin belirlenmesinde
kullanilacak olan E. faecium ATCC 51559 pozitif kontrol susundan DNA
ekstraksiyonu ise ticari genomik DNA purifikasyon Kkiti (Thermo Scientific,
Litvanya) kullanilarak yapildi. Ekstrakte edilen bakteriyel DNA'lar, PZR karisiminda

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2.2. Amplifikasyon Kosullari

Caligmada kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslari, bant biiyiikliikleri ve
primer tasarimlarinin alindigi referanslar Tablo 2.2°de verilmistir. Staphylococcus
spesifik 16S rDNA ve mecA genlerinin belirlenmesinde ikili PZR protokoli, pvl

toksin geni ile vanA geninin belirlenmesinde ise tekli PZR protokolii kullanildu.
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Tablo 2.2. Kullanilan primerlere ait oligoniikleotid sekanslari, bant biiyiikliikleri ve

referanslar

Bant Referans
Hedef Oligoniikleotid sekanslar:
biiyiikliigii
Genler (5'-3"
(bo)
16S Forward CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 420 Strommenger
rDNA | Reverse AATCATTTGTCCCACCTTCG ve ark., 2003
Forward CCTAGTAAAGCTCCGGAA Choi ve ark.,
mecA 314
Reverse CTAGTCCATTCGGTCCA 2003
A Forward GGGAAAACGACAATTGC _— Dutka-Malen
van
Reverse GTACAATGCGGCCGTTA ve ark., 1995
| Forward | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 Lina ve ark.,
v
P Reverse GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 1999
Final hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlanan PZR karisimini olusturan

bilesenler ve miktarlart 16S rDNA ve mecA genleri i¢in Tablo 2.3'de, pvl ve vanA

genleri i¢in Tablo 2.4'de sunulmustur. DNase ve RNase igermeyen mini PZR

tiiplerine 20°ser pl olarak dagitilan her bir karigimin iizerine 5pul hedef DNA ilave

edildi. Tamamlanan reaksiyon karigimlari i¢cin uygulanan amplifikasyon kosullar:

Tablo 2.5’de verilmistir. Ethidium bromid (5ul/ml) ile boyanarak %1,5’luk agaroz

jelde sabit akimda 100 voltta 60 dakika elektroforeze tabi tutulan amplifikasyon
tirtinleri (16S rDNA 420 bg, mecA 314 b¢ ve pvl 433 bg) UV-transilluminatorde

goriintiilendi. vanA (732 bg) geni i¢in yapilan islemde ise drneklere %1,8’lik agaroz

jelde sabit akim 150 voltta 60 dakika elektroforez uygulandi.
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Tablo 2.3. PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlar: (16S rDNA ve mecA)

PZR Bilesenleri Miktar
10XPCR buffer 2,5 ul
dNTP karisimi 0,5 ul

MgCl, 3l
16S rDNA-F 0,1 pl
16S rDNA-R 0,1 pl

mecA-F 0,1 ul
mecA-R 0,1 ul
Tag DNA polimeraz (1U) 0,2 pl
Distile su 13,4 ul

Tablo 2.4. PZR karisimini olusturan bilesenler ve miktarlari (pvl ve vanA)

PZR Bilesenleri Miktar (pvl) Miktar (vanA)
10XPCR buffer 2,5 ul 2,5l
dNTP karisimi 0,5 ul 0,5 ul
MgCl, 3ul 1,5 ul
Primer-F 0,1 pl 0,1 pl
Primer-R 0,1 pl 0,1 pl
Tagq DNA polimeraz (1U) 0,2 ul 0,5 ul
Distile su 13,6 ul 17,8 ul

Tablo 2.5. 16S rDNA, mecA, pvl ve vanA genleri i¢in

uygulanan amplifikasyon

kosullar1
Sicakhik Siire

Basamak Dongii Sayisi mecA mecA
16S rDNA v vanA 16S rDNA v vanA
On denatiirasyon 1 95°C 95°C | 95°C 5 dk 5dk | 10dk
Denatiirasyon 30 95°C 94°C | 94°C 2 dk 30sn | 30sn
Primer baglanmast 30 54°C 62°C | 58°C 1dk 30sn | 30sn
Uzama 30 72°C 72°C | 72°C 1dk 1dk | 30sn
Son uzama 1 72°C 72°C | 72°C 7 dk 5dk | 10dk
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2.2.3 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

S. aureus olarak identifiye edilen tiim suslarin antibiyotik duyarliliklari/direnglilikleri
CLSI kriterleri tarafindan onerildigi sekilde Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi
kullanilarak belirlendi (CLSI, 2007, 2012, 2013, 2016, 2017). Test edilecek
antibiyotik disklerini amoksisilin+klavulanik asit (30ug), enrofloksasin (5ug),
sefoksitin (30ug), oksasilin (1ug), sefalothin (30ug), rifampisin (5ug), gentamisin
(10pg), eritromisin ~ (15pg), penisilin = G (10U), tetrasiklin  (30ug),
trimetoprim/sulfametoksazol (25pug) ve vankomisin (30png) antibiyotik diskleri
(Oxoid, Ingiltere) olusturdu. Tiim uygulamalarda pozitif (MRSA ATCC 33591) ve
negatif (MSSA ATCC 25923) kontrol suslar1 da kullanildi.

Yogunlugu McFarland No. 0,5’e gore ayarlanmig her bir taze bakteri buyyon
kiiltiirtinden 0,1 ml alinarak, buyyon kiiltiirleri steril cam bagetler yardimiyla Mueller
Hinton agara (Oxoid, Ingiltere) yayildi. Agar yiizeyine steril antibiyogram pensleri
yardimiyla yerlestirilen antibiyotik disklerinden oksasilin (1pg) ve sefoksitin (30ng)
disklerini iceren petriler aerobik kosullarda 35 °C’de 24 saat inkiibe edilirken, diger
petriler 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona kaldirildi. Inkiibason siiresi sonunda
olusan zon caplart mm cinsinden 6l¢iildii. Elde edilen degerler CLSI kriterleriyle
karsilastirilarak, test edilen suslar direngli (R), orta derecede duyarl (I) ve duyarli (S)
olarak degerlendirildi (CLSI, 2007, 2012, 2013, 2016, 2017).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Calismada, Afyonkarahisar ili Merkez ilge ve koylerinde bulunan 40 farkli kii¢iik
Olgekli aile tipi isletmeden calismaya dahil edilen toplam 170 bas sagmal inege ait
602 meme lobu siit 6rnegi kullanildi. Her bir meme lobuna uygulanan CMT
sonuglarina gore, 355 meme lobundan alinan siit orneklerinin CMT’ye pozitif
reaksiyon verdigi, 181 meme lobu siit 6rneginin CMT ye negatif reaksiyon verdigi,

66 meme lobu siit 6rneginin ise slipheli reaksiyon verdigi tespit edildi.
CMT skorlamasina gore, CMT'ye pozitif, negatif ve siipheli reaksiyon verdigi
belirlenen toplam 602 meme lobu Orneginden 23 adet S. aureus (%3,8) susu

identifiye edildi.

Tablo 3.1. identifiye edilen S. aureus suslarinin CMT skorlamasina gore dagilimi

CMT Skorlamasi (n) S. aureus
n %
+1 (163) 3 18
+2 (146) 13 89
+3 (46) 4 8.7
Negatif (181) 3 16
Siipheli (66) i i

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

Toplam 602 meme lobu siit numunesinden kesin identifikasyonu kit ile
gergeklestirilen 23 adet S. aureus susuna uygulanan ikili PZR sonuglarina gore;
suglarin tamaminin 16S rDNA genine sahip oldugu, ancak hi¢ birinin mecA geni

tasimadigi belirlendi. Vankomisin direnci ve PVL toksin varliginin da arastirildig
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calismada, 23 S. aureus susunun hi¢ birinde vanA direng¢ geni ve pvl toksin geni
saptanamadi. Staphylococcus spesifik 16S rDNA (420 bg) genine ait jel goriintiisii
Sekil 3.1 ve Sekil 3.2'de gosterilmistir.

M -1 + 2 3 4 5 6 7 8 * 910 1112 131415 16 17 M

u _,‘._,_—--—-—-'-«v ‘
-

Sekil 3.1. 16S rDNA ve mecA genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp); -: mecA
negatif kontrol (MSSA ATCC 25923); +: mecA pozitif kontrol (MRSA ATCC 33591); *:
steril distile su; stitun 1,2-8, 10-17: 16S rDNA pozitif, mecA negatif S. aureus test suslart

Sekil 3.2. 16S rDNA ve mecA genlerine ait PZR bulgulari. M: DNA ladder (100 bp);
stitun18-23: 16S rDNA pozitif, mecA negatif S. aureus suslari
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3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testi Bulgulari

S. aureus olarak identifiye edilen tiim suslarin veteriner sahada mastitis sagaltiminda
yaygin olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik/direnglilik
durumlarimin belirlenmesinde Kirby-Bauer disk difiizyon testi kullanildi. Test edilen
suslarda, en yiiksek direng oraninin %52,2 (n=12) ile penisilin G’ye kars1 oldugu, bu
orani  %21,7 (n=5) ile eritromisin ve oksasilin, %17,4 (n=4) ile
amoksisilin+klavulanik asidin izledigi belirlendi. Enrofloksasin ve gentamisine karsi

ise izolatlarin %95,7 oraninda duyarlilik gosterdigi tespit edildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. S. aureus suslarinin antibiyotiklere duyarlilik/direnclilik oranlar

Antibiyotikler S. aureus suslar1 (n-23)
R I S
n % n % n %
Amoksisilintklavulanik asit (30pug) 4 174 . 0 19 82,6
Enrofloksasin (5pg) 1 43 . 0 22 95,7
Sefalothin (30pg) 3 13 1 43 19 82,7
Rifampisin (5pg) 3 13 - 0 20 87
Gentamisin (10pg) 1 43 . 0 22 95,7
Eritromisin (5pg) 5 21,7 | 12 | 522 6 26,1
Penisilin G (10U) 12 | 522 - 0 11 478
Tetrasiklin (30pug) 2 8,7 1 4,3 20 87
Trimetoprim+Sulfametoksazol (25pg) 3 13 . 0 20 87
Vankomisin (30ug) 3 13 - 0 20 87
Oksasilin (1ug) 5 | 21,7 | - 0 18 | 78,3
Sefoksitin (30ug)

2 8,7 2 8,7 19 82,6
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4. TARTISMA

Mastitis, hem neden oldugu ekonomik kayiplar hem de hayvan refahi agisindan tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de siit yonli sigir yetistiriciliginin en Onemli
sorunlarindan biridir (Bhutto ve ark., 2012; Gezgen ve Seker, 2016; Galfi ve ark.,
2017; Benedictus ve ark., 2019). Siit iiretimi ve dolayisiyla siit yonlii sigir
yetistiriciligi lilkemiz endiistrisinin ana lokomotiflerinden birisi olup, 2018 verilerine
gore toplam sagmal kiiltiir sigir1 ile melez ve yerli sigir varligi 6.337.906 adettir
(TUIK, 2018b). Yine 2018 verilerine gére yillik toplam 20.036.877 ton sigir siitii
tiretildigi goriilmektedir (TUIK, 2018a). Yillik 57,7 milyon Tiirk Lirasi'nin {izerinde
oldugu diisiiniilen mastitis kaynakli maddi kayip azzimsanmayacak oranda énemli bir
sorun teskil etmektedir (Cokal ve Konus, 2012). Resmi verilerle de desteklendigi
lizere, siit liretimi ve siit yonli sigir yetistiriciligi lilke ekonomisi i¢in biiyilk 6nem
tagimaktadir. Sunulan bu calisma ile Afyonkarahisar ili merkez ilce ve kdylerinde
bulunan sagmal ineklerde S. aureus’a bagli mastitis prevalansinin ve izole edilen
suslardaki antibiyotik direnglilik oranlarmin belirlenmesinin, bdlge ve dolayisiyla

ilke ekonomisi tizerine olumlu bir katki saglayacag: diistintilmiistiir.

California mastitis testi, subklinik mastitislerin teshisi amaciyla siitteki
somatik hiicre sayisinin (SHS) yaklasik olarak tahmin edilebilmesine olanak
saglayan, kompleks ekipmanlara gerek duyulmayan sahada basitge uygulanabilen,
kullanigli, hizli sonu¢ veren, ekonomik bir testtir. CMT, siitteki SHS miktarina
yonelik sayisal bir deger vermemekle birlikte, hiicre sayilarinin yliksek veya diisiik
olduguna dair tahmini bir fikir verebilmektedir. CMT'ye pozitif reaksiyon alinan
hayvanlara sliphe ile yaklasilmasi genel bir kanmi olarak kabul goérmekle birlikte
(Vural ve ark., 2016), CMT negatif olan hayvanlarin mastitis etkenleri yoniinden ari
olarak kabul edilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir (Bhutto ve ark., 2012; Gezgen
ve Seker, 2016). ingiltere'de ineklerde subklinik mastitis teshisinde CMT skorlamasi
ile etken 1zolasyonu arasindaki iligkinin incelendigi bir aragtirmada, 240 meme lobu
siit Orneginin toplandigi, CMT ile negatif reaksiyon veren meme loblarinin
%57,6’sinda, CMT siipheli olarak degerlendirilen meme loblarinin %64,9'unda
mikrobiyolojik tireme tespit edildigi bildirilmistir (Bhutto ve ark., 2012). Aym
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calismada, bakteri izolasyonun oraninin +1 olarak degerlendirilen meme loblarinda
%75,7, +2 olarak degerlendirilen meme loblarinda ise %87,4 oldugu vurgulanmistir
(Bhutto ve ark., 2012). Gezgen ve Seker (2016) Tiirkiye'de 972 meme lobu siit
orneginden izole ettikleri 60 S. aureus Susunun 9'unun CMT negatif meme
loblarindan elde edildigine dikkat ¢ekerken, 15'inin CMT skorunun +1, 27'sinin +2
ve 9'unun +3 oldugunu belirtmistir. Tiirkiye’de CMT pozitif ve negatif meme
loplarinin degerlendirilmeye alindigi bir bagska ¢alismada da CMT negatif meme
loblarinda %30,1 oraninda bakteri izolasyonu varligi bildirilmistir (Alkan ve ark.,

2014).

Bu ¢alismada, 6rneklenen meme loblarinin 355'i CMT pozitif, 181'1 CMT
negatif ve 66'st CMT reaksiyonu icin silipheli olarak degerlendirildi. Calismada
CMT’ye negatif reaksiyon veren meme loblarindan S. aureus izolasyon orant %1,6
olarak belirlenirken, bu oran CMT +1 olarak derecelendirilen meme loblarinda %1,8,
+2 olarak derecelendirilen meme loblarinda %8,9 ve CMT +3 olarak derecelendirilen
meme loblarinda ise %8,7 olarak tespit edildi. Sunulan ¢alismada, hem CMT pozitif,
hem de CMT negatif olarak degerlendirilen meme lobu siit 6rneklerinden S. aureus
1zolasyon orani, konu ile ilgili benzer arastirmalarda bildirilen izolasyon oranlarindan
diisiik bulundu. Bu farkliligin nedeninin, diger arastiricilarin calismalarina dahil
ettigi mastitis patojenlerinin farkli Staphylococcus tiirlerini igerirken, bu ¢alismanin
sadece S. aureus izolasyonuna yonelik olmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniildii.
Bunun yani sira, bu ¢alismada izole edilen S. aureus izolat sayis1 da diisiiktii. Ayrica
bazi aragtirmacilar (Sargeant ve ark., 2001; Pyordld ve ark., 2009) tarafindan da
bildirildigi tizere, CMT nin spesifitesi ve sensitivitesinin degisken olabilmesinin de

bu farkliligin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegi diisiiniildii.

Sigirlarda mastitise neden olan birgok etken bulunmasina ragmen, S. aureus
mastitis etiyolojisinde ilk siralarda yer almaktadir (Macun ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2015; Birhanu ve ark., 2017). Bu nedenle, mastitis vakalarinda S. aureus
prevalansinin  arastirtlmas: ililkemiz dahil neredeyse tiim diinyada bilimsel
caligmalara sik¢a konu olmustur (Coelho ve ark., 2009; Macun ve ark., 2011; Tel ve

Keskin, 2011; Yesilmen ve ark., 2012; Wang ve ark., 2015; Birhanu ve ark., 2017,
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Kenar ve ark., 2017). S. aureus mastitislerine yonelik yapilan bu ¢aligmalarda elde
edilen veriler degisiklik gostermektedir. Etiyopya’da yapilan bir ¢aligmada cesitli yas
gruplarindaki subklinik mastitisli ineklerden olusan 170 CMT pozitif siit 6rneginden
%44.,95 oraninda S. aureus izole edildigi bildirilmistir (Birhanu ve ark., 2017).
Hoque ve ark.'min (2018) Banglades’te S. aureus mastitislerinin molekiiler
karakterizasyonu ile ilgili yaptiklar1 bir ¢aligmada, laktasyon doneminde bulunan
toplam 175 adet ine8in mastitis yoniinden rastgele se¢im yontemiyle tarandigi ve
mastitisli oldugu belirlenen 50 inegin S. aureus nedenli mastitis siirii prevalansinin
%72,7 oldugu rapor edilmistir (Hoque ve ark., 2018). Hosseinzadeh ve Saei (2014)
tarafindan Iran'da yapilan bir calismada mastitisli hayvanlara ait 158 siit Srneginden
sadece 5'i S. aureus olarak tiplendirilmistir. Ulkemizde de mastitisli hayvanlardan S.
aureus izolasyonuna yonelik yapilan calismalarda farkli izolasyon oranlar
bildirilmigtir (Macun ve ark., 2011; Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Yesilmen ve
ark., 2012; Gezgen ve Seker, 2016). Burdur ilinde yapilan bir ¢alismada CMT pozitif
numunelerden elde edilen 100 izolattan 65’1 (%65) S. aureus olarak identifiye
edilmistir (Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012). Diyarbakir’da yapilan bir bagka
arastirmada ise CMT pozitif subklinik mastitisli ineklerden elde edilen izolatlardan
%24,63’tniin S. aureus oldugu tespit edilmistir (Yesilmen ve ark., 2012). Benzer
sekilde Macun ve ark. (2011) tarafindan Kirikkale’de yapilan bir ¢calismada CMT
pozitif olan 836 meme lobu siit 6rneginden %28,17 oraninda S. aureus identifiye
edildigi bildirilmistir (Macun ve ark., 2011). Gezgen ve Seker (2016) Izmir'in
Odemis ilgesinde mastitisli ineklerde Staphylococcus tiirlerinin  prevalansim
arastirdiklar1 c¢alismalarinda, 972 meme lobu siit 6rneginden S. aureus izolasyon

oranini %32,97 olarak rapor etmistir.

Afyonkarahisar merkez ilge ve kdylerinde gergeklestirilen bu calismada 170
bas sagmal inege ait toplam 602 meme lobu siit orneginden S. aureus izolasyon orani
%3,8 (n=23 sus) olarak belirlendi. Konu ile ilgili yapilan diger arastirmalarin (Macun
ve ark., 2011; Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Yesilmen ve ark., 2012; Gezgen ve
Seker, 2016; Birhanu ve ark., 2017; Hoque ve ark., 2018) sonuglar1 ile
karsilastirildiginda, bu ¢alismada izole edilen S. aureus izolasyon oranimin diisiik

oldugu dikkat ¢ekti. Ortaya ¢ikan bu farklilikta, 6rneklenen hayvan sayisinin farkli
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olmasmin yami sira, Orneklemenin yapildigi cografik bdlge ve mevsimsel
farkliliklarin da etkili olabilecegi diislintildii. Ayrica, saha veteriner hekimlerinden
calismanin yiiriitiildiigli Afyonkarahisar'da saha uygulamalar1 arasinda uzun siiredir
S. aureus'a yonelik mastitis asilarina da yer verildigi bilgisi edinildi. Bu uygulamanin
da, bu calismada elde edilen diisiik izolasyon oranini agiklayabilir nitelikte

olabilecegi kanisina varildu.

Siit yonlii yetistiriciliginin en 6nemli ve maliyetli hastaliklarindan birisi olan
mastitislerde antibiyotik kullanim1 tedavi secenekleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Fakat gilinlimiizde antibiyotiklerin fazla ve hatali kullaniminin
yayginlagmasi, mastitis patojenlerinin kullanilan ilaca karsi direng gelistirmesine
neden olmaktadir. Bu diren¢ mekanizmalarindan birisi son yillarda 6nemle {izerinde
durulan ve mecA geni tarafindan kodlanan PBP2 sentezi ile iligkilendirilen metisilin
direncidir (Wielders ve ark., 2002; Saldago, 2010). Metisilin direncinin PZR ile
tespitine yonelik gerek Tiirkiye’de, gerekse yurtdisinda yapilan calismalarda,
izolatlarda farkli mecA geni pozitiflik oranlar1 bildirilmistir (Moon ve ark., 2007; Tel
ve ark., 2012; Erdem ve Tiirkyilmaz, 2013; Unal, 2012; Chandrasekaran ve ark.,
2014; Havaei ve ark., 2015; Luini ve ark., 2015). Kore’de yapilan bir calismada 3407
mastitisli siit 6rneginden izole edilen 835 S. aureus susundan 13’iinde mecA geni
varlig1 bildirilmistir (Moon ve ark., 2007). Hindistan’da 2014 yilinda yapilan bir
calismada toplam 235 klinik mastitis siit 6rneginden izole edilen 116 S. aureus
susunun 12'sinin MRSA susu oldugu bildirilmistir (Chandrasekaran ve ark., 2014).
Havaei ve ark. (2015) iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada, 450 siit érneginden 54 S.
aureus izolasyonu yaptiklarini, bu suslarin da 10'unu (%18,51) MRSA susu olarak
tiplendirdiklerini rapor etmislerdir. Italyamin farkli bolgelerinden 6rneklenerek
yapilan bir ¢alismada ise 1025 hayvana ait mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen
163 S. aureus susunun 15'inin (%9,2) mecA genine sahip oldugu belirtilmistir (Luini
ve ark., 2015). Tiirkiye’de Erdem ve Tiirkyilmaz (2013) tarafindan yapilan bir
calismada, 145 mastitisli siit 6rneginden izole edilen S. aureus suslarinin sadece
2’sinde mecA pozitifligi belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise subklinik
mastitisli olarak belirlenen siit ineklerinden izole edilen 60 adet S. aureus susunda

mecA genine rastlanilan sus sayis1 2 olarak bildirilmistir (Unal, 2012). Tel ve ark.
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(2012) Sanliurfa'da sigir mastitis orijinli 64 S. aureus izolatinin higbirinde mecA geni
tespit edemediklerini belirtmiglerdir. Benzer sekilde Gezgen ve Seker (2016) de,
Odemis'te mastitisli 972 meme lobu siit érneginden izole ettikleri 60 S. aureus

susunun higbirinin mecA geni tasimadigini bildirmistir.

Sunulan caligsmada, siit 6rneklerinden ticari identifikasyon kiti kullanilarak
tiplendirilen 23 S. aureus susunun tamaminin Staphylococcus spesifik 16S rDNA
geni tasidigi, ancak suslardan higbirinin mecA genine sahip olmadigi belirlendi.
Genel olarak bu sonug, Tiirkiye'de konu ile ilgili yapilmis arastirma sonuglarina
benzerlik gostermekle birlikte, suslarda mecA genine rastlanmamasinin ¢alismada
izole edilen S. aureus suslarinin azligs ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. Bu ¢alismada
ayrica, metisiline kars1 fenotipik diren¢ varligi oksasilin ve sefoksitin antibiyotik
disklerinin kullanildig1 Kirby-Bauer disk diflizyon testi ile de arastirildi. Suslarin
S'inde (%21,7) oksasiline, 2'sinde (%8,7) ise sefoksitine kars1 direng tespit edildi.
Ancak bu fenotipik olarak direncli suslarin hi¢ birisinde mecA genine rastlanmamasi
dikkat cekiciydi. Bu bulgu, fenotipik olarak direngli oldugu belirlenen suslarin,
metisiline direncli olup olmadiginin kesin olarak belirlenmesinde suslarda mecA geni
varligimmin arastirilmasinin  6nemli bir kriter olarak degerlendirilmesi gerektigi
goriisiinti destekledi. Benzer sekilde Wang ve ark. (2015), s1gir mastitislerinden izole
ettikleri 219 S. aureus susunun 34'inii oksasilin ve sefoksitin diskleri kullanilarak
yaptiklar1 disk difiizyon testinde MRSA olarak tespit ettiklerini, ancak suglardan
sadece 6'simin - mecA geni tasidigmi  ve fenotipik direncin tek basina

degerlendirilmemesi gerektigini vurgulamislardir.

Vankomisinin, penisiline direngli Stafilokok infeksiyonlarinin tedavisindeki
basarist sonrasinda kullaniminin arttigi bilinirken (Levine, 2006), arastiricilar
tarafindan yillar igerisinde S. aureus suslarinin vankomisine duyarliliginin azaldigina
dikkat ¢ekilmektedir (Hiramatsu ve ark., 1997; Sievert ve ark., 2008; Peng ve ark.,
2018). Insanlarda VRSA prevalansina iliskin arastirmalar yaygin olmakla birlikte,
hayvanlardan, oOzellikle mastitisli hayvanlardan, VRSA izolasyonuna yonelik
calismalar sinirli sayidadir (Pehlivanoglu ve Yardimei, 2012; Umaru ve ark., 2014;

Bhattacharyya ve ark., 2016). Bhattacharyya ve ark.'nin (2016) Hindistan’in Bati
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Bengal bolgesinde mastitisli koyun ve inek siitlerinden izole edilen 274 S. aureus
izolatinda vankomisin direncini broth ve agar dilisyon yoOntemleri kullanarak
arastirdiklar1 bir calismada, 7 susun VRSA, diger suslarin ise VISA olarak
belirlendigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada, fenotipik olarak direngli tespit edilen
VISA ve VRSA suglarina yapilan PZR'da suslarin mecA genini tasidiklari, fakat
vanA genine sahip olmadiklari belirtilmistir. Ayni arastiricilar, bakteri hiicre
duvarinda peptidoglikanlar ve murein monomerlerinin daha fazla katman olusturarak
bakteri hiicre duvarmi kalinlagtirabilecegini ve bu nedenle suslarda vankomisin
direnci i¢in van geninin bulunmasinin sart olmadigini ileri siirmistiir (Bhattacharyya
ve ark., 2016). Nijerya’da ¢ig ve fermente siitler ile yapilan bagka bir ¢alismada ise
372 siit numunesinin 47’sinin S. aureus susu oldugu ve bu suslarin 20’sinin Kirby-
Bauer disk diflizyon testi ile vankomisine karst fenotipik direng gosterdigi
bildirilmistir (Umaru ve ark., 2014). Tirkiye'de ise Pehlivanoglu ve Yardimci
(2012) mastitisli ineklerden izole ettikleri 65 S. aureus susunun higbirinde vanA

genine rastlamadiklarini rapor etmislerdir.

Sunulan bu ¢aligmada identifiye edilen 23 S. aureus susunun 3'i Kirby-Bauer
disk diflizyon testi ile vankomisine karsi fenotipik olarak direngli bulunurken, bu
bulgu vanA genine spesifik yapilan PZR ile desteklenmedi. Bir bagka deyisle,
suslarin higbirisi vanA genine sahip degildi. Elde edilen bu sonug, diger arastiricilar
(Pehlivanoglu ve Yardimci, 2012; Bhattacharyya ve ark., 2016) tarafindan bildirilen
sonuglarla uyumlu bulundu. CLSI'nin (2017) giincel direnglilik kriterlerinde de
onerildigi gibi, suslarda belirlenebilecek fenotipik direncin, her zaman susta
vankomisin direncinin varligt yoniinden bir kanit olamayabilecegi, belirlenen
fenotipik direncin vanA geni tespiti ile desteklenmesinin daha yararli olabilecegi

diistiniildii.

Panton-Valentine Lokosidin (PVL) toksini, Stafilokok infeksiyonlarinin
patogenezinde etkili bir virulens faktorii olarak diisliniilmektedir (Rainard ve ark.,
2003; Lo ve Wang, 2011). Bu toksini kodladig: bilinen pvl geni, mastitisli ineklerden
izole edilen S. aureus izolatlarinda degisik oranlarda belirlenmistir (Fueyo ve ark.,
2005; Fessler ve ark., 2010; Ikawaty ve ark., 2010; Tiirkyilmaz ve ark., 2010; Erdem
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ve Tiirkyillmaz, 2013). Fueyo ve ark. (2005) subklinik mastitisli inek siitlerinden
izole edilen S. aureus suslarmin higbirinin pvl geni tasimadigini belirtmislerdir.
Hollanda’da yapilan bir ¢alismada mastitisli sigir siitlerinden izole edilen 76 S.
aureus susunun higbirinde pvl genine rastlanilmamistir (Ikawaty ve ark., 2010).
Benzer sekilde, Almanya’da yapilan bir baska ¢alismada klinik mastitisli ineklerden
izole edilen 25 MRSA susunda pvl geni tespit edilememistir (Fessler ve ark., 2010).
Tirkiye'de de konu ile ilgili arastirmalarda benzer sonuglar elde edilmistir. Aydin
ilinde yapilan bir ¢alismada MRSA olarak belirlenen 16 izolatin higbirinde pvl
genine rastlanmamustir (Tiirkyilmaz ve ark.,, 2010). Bir bagka c¢alismada, 145
mastitisli siit 6rneginden izole edilen 2 MRSA susunun pvl toksin genine sahip
olmadiklar1 bildirilmistir (Erdem ve Tiirkyilmaz, 2013). Benzer sekilde, Gezgen ve
Seker (2016), mastitisli ineklerden izole ettikleri 60 S. aureus susunun higbirinin pvl

geni tasimadigini rapor etmislerdir.

Sunulan ¢alismada, konu ile ilgili diger arastirma bulgularina benzer sekilde,
mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen 23 S. aureus susunun hig¢ birinde pvl geni
belirlenemedi. Bu sonucta calismada izole edilen sus sayisimin azhigmin etkili
olabilecegi diisliniildii. Ayrica, PVL’nin bu calismada ornekleme yapilan bolge ve
orneklenen hayvanlar agisindan mastitislerin  patogenezinde etkin bir rol

oynamayabilecegi kanisina varildi.

Bakteriyel mastitisler, veteriner sahada antibiyotiklerin en yaygin kullanildig:
hastalik gruplar1 igerisinde ilk sirada gelmektedir. Bu nedenle de, mastitisli
hayvanlarin siitlerinden ilk siralarda izole edilen S. aureus’larin antibiyotik direng
profillerinin arastirildig1 ¢aligmalar oldukg¢a yaygindir. Bu arastirmalarda, suslarin
farkli antibiyotiklere farkli diren¢ oranlari gdstermelerinin yani sira, son yillarda
suslarda c¢oklu antibiyotik direnglerinin yaygin oldugu da dikkati ¢ekmektedir
(Kuyucuoglu ve ark., 2003; Macun ve ark., 2011; Tel ve Keskin, 2012; Szweda ve
ark., 2014; Wang ve ark., 2015; Dorneles ve ark., 2018). Szweda ve ark.'nin (2014)
mastitisli ineklerden izole ettikleri 123 S. aureus susunun antibiyotiklere
direngliliklerini aragtirdiklar1 bir ¢alismada, suslarda en yliksek diren¢ oranlarinin

amoksisilin (n=22, %17,9), ampisilin (n=28, %22,8), penisilin (n=29, %23,6) ve
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streptomisine (n=13; %10,6) karsi oldugu bildirilmistir. Cin'de mastitisli ineklerden
izole edilen 219 S. aureus susunda penisilin (%90,4), trimetoprim+sulfametaksazol
(%91,8), eritromisin  (%79,9), klindamisin (%77,2), oksitetrasiklin (%74,4),
doksisilin (%70,3), gentamisin (%54,8), kloramfenikol (%52,1) ve siprofloksasine
(%45,2) kars1 yiiksek direng oranlart tespit edildigi vurgulanmistir (Wang ve ark.,
2015). Tirkiye'de Kirikkale’de Macun ve ark. (2011) tarafindan subklinik mastitisli
ineklerde yapilan bir ¢aligmada, 60 S. aureus susunun kloksasiline %91,66 (n=55),
penisiline %48,33 (n=29), amoksisiline %36,66 (n=22) ve sefoksitine %15 (n=9)
oranlarinda fenotipik diren¢ gosterdikleri bildirilmistir. Tel ve ark.'min (2012)
subklinik mastitisli ineklerden izole ettikleri 64 S. aureus susunun 13'iniin (%20)
gentamisin, 6'siin (%9,3) eritromisin, 5'inin (%7,8) klindamisin, 4'{iniin (%6,2)
tetrasiklin, 1'inin (%1,5) amoksisilin-klavulanik aside ve tamaminin ise penisilin ve

ampisiline direnc¢li bulundugu belirtilmistir.

Sunulan bu caligmada, 23 S. aureus susunun Tiirkiye’de veteriner sahada
yaygin olarak kullanildigi bilinen antibiyotiklere karsi direnglilikleri Kirby-Bauer
disk diflizyon testi kullanilarak arastirildi. Test edilen suslarda, en yiiksek direng
oraninin %52,2 (n=12) ile penisilin G’ye karst oldugu, bu orant %21,7 (n=5) ile
eritromisin ve oksasilin, %17,4 (n=4) ile amoksisilintklavulanik asidin izledigi
belirlendi (Tablo 3.2). Diger arastirmacilarin verileri ile karsilastirildiginda elde
edilen diren¢ oranlarindaki farkliliklarin, test edilen sus sayisi, suslarin orijinindeki
farkliliklar ve mastitis tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin tercihinde bdlgesel

farkliliklar ile ilgkili olabilecegi diisiiniildii.

Sonu¢ olarak, Orneklemenin yapildigi Afyonkarahisar ilcelerinde sigir
mastitislerinin etiyolojisinde S. aureus'un sanildigi kadar dominant bir patojen
olmadig1 dikkat c¢ekti. Bu sonucun ortaya ¢ikmasinda ise, son yillarda ruminant
asilamalar1 arasina S. aureus'a yonelik mastitis agilarinin da dahil edimesinin etkili
olabilecegi diisliniildii. Giliniimiizde metisilin ve vankomisin direncinin fenotipik
olarak belirlenmesinde Kirby-Bauer disk difiizyon yonteminin yeterli olmadigi kabul
edilmektedir (CLSI, 2013, 2016, 2017). Vankomisin ve oksasilin i¢in son CLSI

standartlarinda gegerli bir zon ¢ap1 verilmemesine ragmen, sunulan ¢alismada hig



42

zon olusturmayan suslar degerlendirmeye alindi. Fenotipik olarak direng gosteren
suslarin higbirinde genotipik direncin goriillmemesi, vankomisin ve metisilin igin
sadece fenotipik diren¢ analizleri ile kesin bir sonuca varilamayabilecegini

distindiirdi.
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5. SONUC VE ONERILER

Afyonkarahisar'da S. aureus etiyolojili mastitis vakalarinda metisilin ve vankomisin
direng genleri ile S. aureus infeksiyonlarmin patogenezinde Onemli virulens
faktorlerinden birisi olan PVL toksin geni varliginin arastirilmas: amaciyla yapilan
bu caligmada, 170 bas sagmal inekten alinan 602 adet meme lobu siit 6rneginden 23
adet (%3,8) S. aureus susu identifiye edildi. Calismada izole edilen S. aureus
izolasyon oranmin diigiik oldugu dikkat ¢ekti. Saha veteriner hekimlerinden alinan
bilgiler 15181nda, calismanin yiiriitiildiigii Afyonkarahisar'da uzun siiredir S. aureus'a
yonelik mastitis asilarina da yer verilmesinin bu sonucu etkilemis olabilecegi

diistinildii.

Sunulan ¢aligmada sadece CMT pozitif meme loblarindan degil CMT negatif
meme loblarindan da S. aureus izolasyonu gergeklestirildi. Bu baglamda hayvanlarda
Ozellikle subklinik mastitis vakalarinin teshisinde CMT uygulamalarinin yani sira,
mutlaka mikrobiyolojik identifikasyonun da yapilmasmin daha dogru sonuglar
verebilecegi ve boylece tedavi uygulamalarinin da daha etkili olabilecegi kanisina

varildi.

Identifiye edilen 23 S. aureus susunun higbirinin mecA, vanA ve pvl genlerine
sahip olmadiklar1 tespit edildi. Arastirilan genlerin yoklugunun elde edilen sus
sayisinin azligina bagli olabilecegi diistiniildii. Calismada, metisilin direncinin
fenotipik olarak Kirby-Bauer disk diflizyon testi ile belirlenmesi durumunda
kullanilmas: onerilen sefoksitine direngli oldugu belirlenen 2 susta mecA varliginin
tespit edilememesi, sefoksitin diskinin tek basia kullanilmasinin giivenilir sonuglar
vermeyebilecegini diisiindiirdii. Bu ¢aligmada ayrica, S. aureus olarak tiplendirilen
suglarda veteriner sahada kullanimi1 yaygin olan penisilin G (%52,2), eritromisin
(%21,7) ve amoksisilintklavulanik aside (%17,4) kars1 yiiksek oranda fenotipik
direng tespit edildi.

Spesifik olmayan antibiyotiklerin kullanimi ve bakterilerde direng artist

arasinda pozitif bir iliski oldugu gtz oniline alindiginda, infeksiyon durumlarinda
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dogru vakaya dogru dozda dogru siirede etkili antibiyotigin kullanilmasi ¢ok onem
tasimaktadir. Bu dogrultuda tiir bazinda yapilacak etken izolasyonu ve
identifikasyonu ile yapilan antibiyogram sonuglarina gore bakterinin duyarli oldugu
antibiyotiklerin kullanilmasinin, tedavi siireci ve tedavi masraflari agisindan 6nemli
ve anlamli olabilecegi aciktir. Tiirkiye'de Ozellikle mastitisli hayvanlardan izole
edilen S. aureus suslarinda vankomisine genotipik direncin belirlenmesine yonelik
cok az sayida arastirma olmasi nedeniyle, sunulan bu ¢alismanin hem yapildig1 bolge
hem de Tiirkiye’de konu ile ilgili yapilacak olan arastirmalar i¢in 6nemli bir veri

kaynag1 olacagi da diisiiniilmektedir.



45

OZET

Sigir Mastitislerinden izole Edilen Staphylococcus aureus Suslarinda Metisilin,

Vankomisin Direnci ve Panton-Valentine Lokosidin Varhginin Arastirilmasi

Bu ¢alismada, mastitisli ineklerden Staphylococcus aureus izolasyonu, izole edilen
suslarda mecA, vanA ve pvl genlerinin PZR ile arastirilmasi ve suslarin veteriner
sahada yaygin olarak kullanilan gesitli antibiyotiklere kars1 direngliligin belirlenmesi
amaglandi. Sunulan ¢alismada, Afyonkarahisar ili merkez ve kodylerindeki 40 farkli
kiigiik (aile tipi) 6lcekli isletmede 170 bas sagmal inege ait 602 meme lobu siit 6rnegi
kullanildi. Her bir meme lobuna CMT uygulandi. CMT skorlamasi sonrasinda her bir
meme lobundan aseptik kosullarda siit 6rnekleri toplandi. Calismada 602 meme lobu
stit drneginden toplam 23 (%3,8) S. aureus susu ticari identifikasyon kiti kullanilarak
identifiye edildi. Suglarin higbirisinde mecA, vanA ve pvl genlerinin varligina
rastlanmadi. Tiim S. aureus suslarinin, veteriner sahada yaygin olarak kullanilan
cesitli antibiyotiklere fenotipik direnglilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
kullanilarak arastirildi. Suslarda en yiliksek direng oraninin penisilin G’ye (%52,2)
karst1  oldugu, bu oramt oksasilin (%21,7) eritromisin (%21,7) ve

amoksisilin+klavulanik aside (%17,4) kars1 direng oranlarinin izledigi belirlendi.

Anahtar Soézciikler: antibiyotik direnci, inek, mastitis, metisilin direnci, Panton-

Valentine 16kosidin, S. aureus, vankomisin direnci
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SUMMARY

Investigation of methicillin, vancomycin resistance and Panton-Valentine

leukocidin in Staphylococcus aureus strains isolated from bovine mastitis

This study aimed to isolate the Staphylococcus aureus from bovine mastitis,
investigate the mecA, vanA and pvl genes in isolated species by PCR and determine
the antibiotic resistance of S. aureus strains to some antibiotics commonly used in
veterinary field. In the present study, 602 mammary quarter milk samples belong to
170 lactating cows from 40 different small (family type) enterprises located center
town and villages of Afyonkarahisar were used. CMT was applied to each mammary
quarter. After the CMT scoring, the milk samples were aseptically collected from
each mammary quarter. In this study, a total of 23 (%3,8) S. aureus strains were
isolated from 602 mammary quarter milk samples by using a commercial
identification kit. The presence of mecA, vanA and pvl genes was found in none of
the strains. Phenotypic antibiotic resistances of all S. aureus strains to various
antibiotics commonly used in veterinary field were investigated by using Kirby-
Bauer disk diffusion method. The highest resistance rate in strains was against
penicillin G (52.2%), followed by oxacillin (21.7%), erythromycin (21.7%) and

amoxicillin+clavulanic acid (17.4%).

Key words: antibiotic resistance, cow, mastitis, methicillin resistance, Panton-

Valentine leukocidin, S. aureus, vancomycin resistance
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