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ABSTRACT

Although coagulase negative staphylococci are opportunistic pathogens, they are also isolated from various disease
cases in dogs. Methicillin resistant staphylococci also show resistance to other $-lactam group antibiotics, which limits
treatment options. In this study, determination of methicillin resistance in coagulase negative Staphylococcus spp. isolates
isolated from vatious samples taken from healthy and sick dogs was aimed. Agar dilution method was used for the
determination of methicillin resistance in the isolates. Eighty nine (20.74%) strains were isolated from the total 429
samples by conventional bacteriological methods. Methicillin resistance was found in 19.10% of the isolates. The mecA
gene was determined in 11 (64.70%) of the methicillin resistant isolates by PCR. In conclusion, in this study, it was
concluded that methicillin resistance should be considered in the treatment of infections in dogs that caused by
coagulase negative Staphylococcus spp. isolates, known as opportunistic pathogens.
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Kopeklerden Elde Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Izolatlarinda Metisilin Direncinin Aragtirilmasi

(074

Koagulaz negatif stafilokoklar, firsat¢t patojen olmalarinin yant sira képeklerde gesitli hastalik olgularindan da izole
edilmektedir. Metisilin direncli stafilokoklar diger 8-laktam grubu antibiyotiklere karst da direng gostermekte ve bu
durum tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. Bu ¢alismada, sagliklt gbriinen ve hasta oldugu belitlenen kopeklerden
alinan gesitli 6rneklerden izole edilen koagulaz negatif Szaphylococcus spp. izolatlarinda metisilin direncinin belirlenmesi
amaglandi. Izolatlarda metisilin direnci agar diliisyon yontemiyle belirlendi. Toplam 429 6rnekten konvansiyonel
bakteriyolojik yéntemlerle 89 (%20.74) adet koagulaz negatif Staphylococcus spp. izole edildi. Izolatlarin %19.10°u
metisiline direngli bulundu. Metisilin direncli izolatlarin 11 (%64.70)’inde PCR ile mecA geni tespit edildi. Sonug olarak,
bu ¢alismada firsatgt patojenler olarak bilinen koagulaz negatif Staphylococcus spp. izolatlarinin képeklerde neden
olabilecegi enfeksiyonlarin tedavisinde metisilin direncine dikkat edilmesi gerektigi kanaatine varildi.
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GIRIS

Stafilokoklar, insan ve hayvanlarin deri ve mukoz
membranlart ile gastrointestinal sistemlerinin dogal
florasinda  bulunmaktadir (Misic ve ark. 2015,
Bierowiec ve ark. 2016). Ozellikle burun boslugu
mukozasinda yer alan etkenlerin, hayvanlar ve insanlar
arasinda bulasmada krittk 6neme sahip oldugu
vurgulanmaktadir (Quinn ve ark. 2011).

Koagulaz enzimi stafilokok tilrlerinin  viriilens
Ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir kriter olarak
kabul edilmekte ve stafilokok tiitleri, koagulaz negatif
stafilokok (IKNS) ve koagulaz pozitif stafilokok (KPS)
olarak 2 ana gruba ayrilmaktadir (Quinn ve ark. 2011).
KNS izolatlarinin hastalik yapma yeteneklerinin sinirli
oldugu dusintlse de, képeklerde yara enfeksiyonu,
otitis eksterna, apse, pyoderma ve konjuktivitis
vakalarindan izole edilmektedir (Kloos ve Bannerman
1995, Litster ve ark. 2007, Hariharan ve ark. 2009,
Suter ve ark. 2017).

Metisilin, bakterilerde hiicre duvar sentezi igin gerekli
olan penisilin baglayan proteinleri (PBP) bloke ederek
etkisini gostermektedir. Metisilin direnci stafilokok
izolatlarinda en stk rastlanan diren¢ mekanizmast
olup, hem halk saghigini hem de hayvan saghgint
olumsuz yonde etkilemektedir (Chah ve ark. 2014,
Samanta ve Bandyopadhyay 2020). KNS izolatlarinda
metisilin direncinin fenotipik olarak, sefoksitin (30 pg)
diskinin kullanildigr disk difiizyon testi ya da oksasilin
minimial inhibitor konsantrasyon (MIK) degeri
belirlenerek tespit edilmesi gerektigi belirtilmektedir
(CLSI 2018).

Metisilin ~ direncli  stafilakoklar ~ beta  laktam
antibiyotiklerin daha az afinite duydugu PBP2a’y1
sentezleyerek  direng  gelistirmiglerdir  (Lim  ve
Strynadka 2002). PBP2a mecd geni tarafindan
kodlanmaktadir ve bu genin Staphylococcus scinri ve
Staphylococens fleuretti izolatlarindan Staphylococens anrens
izolatlarina horizontal olarak aktarildigi bildirilmistir
(Tsubakishita ve ark. 2010). MecA disinda fem, aux ve
hmt gibi faktérler de metisilin ya da diger beta laktam
antibiyotiklerin varliginda huicre duvart sentezini
bloke ederek dirence neden olabilmektedir (De
Lencastre ve ark. 1999). Ayrica PBP2a’da meydana
gelen nokta mutasyonlar da metisilin direncinden
sorumlu tutulan diger mekanizmalardan biridir (Ba ve
ark. 2013). Yapilan cesitli arastirmalarda da saglikl
gorinen ya da klinik olarak hasta oldugu belirlenen
kopeklerden mecA geni pozitif metisilin - direncli
stafilokok suslarinin izole ve identifiye edildigi ve bu
izolatlarin halk saglhigl acgisindan risk tegkil ettigi
bildirilmistir (Aslantas ve ark. 2013, Gandolfi-
Decristopharis ve ark. 2013, Elnageh ve ark. 2020,
Khanal ve ark. 2021).

Bu calismada saghkli gortiinen ve/veya klinik olarak
hasta oldugu tespit edilen képeklerden alinan cesitli
orneklerden izole edilen KNS suslarinda metisilin
direncinin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu
amaclandi.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu calisgmada, Van ve yoresinde klinik olarak saglikli
gorinen kopeklerden alman 402 adet Ornek
(idrar=114, vaginal svap==81, rektal svap=115, burun
svab1=57 ve kulak svab1=35) ile konjuktivitis ve otitis
belirtileri gosteren kopeklerden alinan 20 adet gbz
svabi ve 7 adet kulak svabi 6rnekleri kullanildi.

Metot

Izolasyon ve Identifikasyon: Svap &rnekleri direkt
olarak, idrar 6rnekleri ise Papini ve ark. (2006)’nin
bildirdigi yonteme gore santrifiij edildikten sonra %5-
7 oraninda defibrine koyun kani katilmis Columbia
blood agar (Oxoid, CM 03331, Ingiltere) ve Mannitol
Salt  Agar (Oxoid, CMS85, Ingiltere) besiyerine
ckilerek, aerobik ortamda 37°C’de 24 saat inktibasyon
periyoduna  birakildi. Besiyerlerinde ~ olusan
kolonilerden saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiltiirlerden
alinan koloniler, Gram boyama, katalaz ve oksidaz
reaksiyonu ile Mannitol Salt Agar besiyerinde tUreme
sonugclarina gore degerlendirildi (Quinn ve ark. 2011).
Stafilokok olarak belirlenen izolatlarin koagulaz
reaksiyonunun belitlenmesinde tiip koagulaz testi
uyguland: (Carter 1984).

Metisiline Karst Duyarliigin  Belirlenmesi:
Arastirmada incelenen KNS izolatlarinin metisiline
karst duyarhhigt agar diliisyon yontemiyle belitlendi
(CLSI 2018). Testte oxacillin sodium salt (28211-1G,
Sigma, China) kullanildi. Antimikrobiyal madde steril
distile su ile sulandiriarak, Mueller Hinton Agar
(Merck  1.05437, Almanya) Dbesiyerinde 0.125
ug/mlden 512 pg/ml’ye kadar diltisyonlart hazirlandi.
Taze kiltitlerden elde edilen izolatlar, steril fizyolojik
tuzlu suda 0.5 MacFarland yogunluguna esit olacak
sckilde stispanse edildi. Hazirlanan stspansiyondan
T’er pl alinarak antibiyotik diliisyonlarinin ilave
edildigi besiyerlerine ayrt ayri inokile edildi. Teste
referans sus olarak Staphylococcus aurens ATCC® 29213
kullanddi.

MecA Geninin Belitlenmesi:

Metisiline karst direngli oldugu belitlenen izolatlarda
mecA geninin varlig gen spesifik primerlerin (Zhang ve
ark. 2005) kullanddigt PCR ile arastirildi. PCR
islemlerinde kullanilan genomik DNA, ticari genomik
DNA izolasyon kiti (GeneAll, ExgeneTM Clinic SV
Mini, 108.101, Korea) kullanilarak elde edildi.
Amplifikasyon protokolinde 94°C’de 10 dk 6n
denatiirasyon asamasint takiben toplam 35 siklusluk
PCR isleminde 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 53°C’de 1
dk baglanma ve 72°Cde 1 dk uzama asamalart
uygulandi. Final uzamasi 72°C’de 10 dk olarak ayarlandi.
PCR sonucu elde edilen amplikonlar %1.5’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutuldu. Amplikonlar DNA
marker ile karsilagtirlarak UV transliminatérde
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incelendi ve 147 bp’lik bant olusturanlar wecA pozitif
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismada  incelenen  toplam 429  Ornekten
bakteriyolojik konvansiyonel yontemlerle 89 (%20.74)
adet koagulaz negatif Staphylococcns spp. izolatt elde
edildi. Tdrar 6rneklerinden 7 (%6.14), vaginal svap
orneklerinden 5 (%6.17), rektal svap 6rneklerinden 4
(%3.47), burun svabi 6rneklerinden 43 (%75), kulak
svabi  Orneklerinden 25 (%59), g6z svabhi
orneklerinden ise 5 (%25) adet koagulaz negatif
Staphylococens spp. susu izole edildi.

Incelenen 89 adet KNS susunda belirlenen oksasilin
MIK degerleri Tablo 1de gosterildi. Yapilan
degerlendirmede oksasilin icin MIKsy degeri 0.25

ug/ml, MiKoy degeri ise 512 pg/ml olarak tespit
edildi. MIK degerleri dikkate alindiginda 89 izolatin
17 (%19.10)’si metisiline (oksasilin) diren¢li bulundu.
Metisilin - direngli izolatlarin c¢ogunlugu (%58.82)
burun svabt Orneklerinden elde edildi. Saglikh
gorinen ya da hastalik olgusu tespit edilen
kopeklerden alinan 6rneklerden metisilin - direncli
KNS izolasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamlt
bir iligki tespit edilmedi (p>0.05).

Metisiline karsi fenotipik olarak diren¢ tespit edilen
izolatlarda metisilin  direncinden sorumlu  mecA
geninin varligi PCR ile arastirldi. Metisiline direncli
oldugu belirlenen 17 izolatin 11 (%064.70)’inde mecA
geni belirlendi (Tablo 2).

Tablo 1. Koagulaz negatif Staphylococcus spp. izolatlarnda (n=89) oksasilin MIK degerinin dagilimi.

Table 1. Distribution of oxacillin MIC value in coagulase negative Staphylococcus spp. isolates (n=89).

Antibivotik MIK (ug/ml)

1b1yotl

4 0.125 0.25 0.50 1 2 8 16 32 64 128 256 512 >512
(0).4 41 31 I 4 1 0 0 0 0 1 0 1 9 1

Ox: Oksasilin

Altt Cizili Deger: MH(sp
Koyu Renkli Deger: MIKoo

Tablo 2. Metisilin (oksasilin) direngli izolatlarda mecA gen porzitifliginin dagilima.

Table 2. Distribution of mecA gene positivity in methicillin (oxacillin) resistant isolates.

Izolat No Kaynak MIK (ug/ml) mecA
4 Burun Svabi 512 +
5 Burun Svabt 0.50 -
6 Burun Svabi 512 +
8 Burun Svabi 512 +
9 Burun Svabi 0.50 -
27 G6z Svabt (Konjuktivitis) >512 +
28 Kulak Svabi (Otitis) 0.50 -
35 Idrar 256 +
38 Vaginal Svap 0.50 +
55 Kulak Svabi 512 +
56 Kulak Svabi 512 -
66 Kulak Svabi 64 -
70 Burun Svabi 512 +
77 Burun Svabi 512 +
81 Burun Svabi 512 +
83 Burun Svabt 1 -
86 Burun Svabi 512 +
TARTISMA membranlarinin dogal florasinda bulunabildigi gibi

Beseri  hekimlikte nazokomiyal enfeksiyonlardan
siklikla izole edildigi bildirilen metisilin direncli
stafilokok  tiirleri, saglikli  hayvanlarin  mukoz

hastalik  olgularindan da izole ve identifiye
edilmektedir (Yigit ve ark. 2008, Koéck ve ark. 2010,
Dantes ve ark. 2013). KPS suslarinin KNS suslarina
gore virtilenslerinin daha yiiksek oldugu
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dusuntlmektedir. Ancak hem beseri hekimlikte, hem
de veteriner hekimlikte KINS suslarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin oranlart giin gectikge artmaktadir.
KNS izolatlar1, antimikrobiyal direng¢ gelisiminde rol
oynayan genleri suslar arasinda aktarma 6zelligine de
sahiptir (Nemeghaire ve ark. 2014, Suepaul ve ark.
2021).

Cesitli aragtirmalarda insanlarin sosyal hayatlarinda
yakin  temas  halinde  olduklart  képeklerin,
antimikrobiyal maddelere karst direncli olan bakteriyel
etkenleri tastyict  konumunda olduklarina  dikkat
cekilmektedir (Aslantas ve ark. 2013, Chah ve atk.
2014, Siugzdaite ve Gabinaitiene 2017, Teixeira ve
ark. 2019, Elnageh ve ark. 2020).

Aslantas ve ark. (2013) saghkh képeklerden aldiklart
162 nazal svap Orneginin %15.43’inde metisilin
direncli KNS susunun izole edildigini bildirmislerdir.
Benzer bagka bir calismada da bu oran %16.7 olarak
rapor edilmistir (Gomez-Sanz ve ark. 2019). Pet
hayvanlarinda farkhi klinik olgulardan alinan svap
orneklerinden  %20.51 oraninda metisilin  direncli
KNS izole edildigi bildirilmistir (G6é¢men ve ark.
2020). Evcil memeli hayvanlardan alinan ¢esitli klinik
orneklerin ise %23.88’inde metisilin direncli KNS
izole ve identifiye edildigi belirtilmistir (G6¢men ve
ark., 2018). Khanal ve ark. (2021) képek nazal svap
orneklerinden metisilin - direncli KNS  susunun
izolasyon oranmin %23.6, Elnageh ve ark. (2020) ise
%18.75 oldugunu rapor etmislerdir. Buna karsin
Abdel-Moein ve Zaher (2020) kopeklerden aldiklari
nazal svap 6rneklerinden sinirl sayida (%3.2) metisilin
direncli KNS izole ettiklerini  bildirmislerdir.
Kopeklerden alinan inguinal svap, kulak svabi, rektal
svap Ornekleri ile pyoderma ve otitis externa
vakalarinda metisilin diren¢li KNS izolasyon oraninin
ise  %06-14 arasinda  degistigi  bildirilmektedir
(Gandolfi-Decristopharis ve ark. 2013, Chah ve ark.
2014, Siugzdaite ve Gabinaitiene 2017, Teixeira ve
ark. 2019).

Yapilan degerlendirmede saglikli  ve/veya hasta
oldugu belirlenen  kopeklerden — alinan  cesitli
orneklerde metisilin diren¢li KINS izolasyon oraninin
%3-25 arasinda degistigi belirlendi. Sunulan bu
calismada da saglikli goriinen ve/veya klinik olarak
hastalik tespit edilen kdpeklerden alinan 6rneklerden
metisilin direngli KNS izolasyon oraninin %3.96
oldugu belirlendi. Elde edilen verinin Abdel-Moein ve
Zaher (2020)’in bildirdigi sonuglarla uyumlu oldugu,
diger ¢alismalarda bildirilen izolasyon oranina gore ise
distik oldugu gorildi. Bu duruma kullanilan test
yontemlerindeki farkliliklarin ya da 6rnekleme yapilan
kopeklerde daha 6nceden uygulanan antibiyotik tedavi
protokollerinin neden olabilecegi diistintldi.

Metisilin - direncli stafilokok izolatlarinin diger B-
laktam grubu antimikrobiyal maddelere karst da

direngli olarak rapor edilmesi gerektigi Onemle
vurgulanmaktadir. Bunun yani sira izolatlarda direng
mekanizmasinin aciklanmasinda mecA gen
pozitifliginin  arastirlmast  gerektigi, mecC  geninin
neden oldugu metisilin direnclilik oraninin olduk¢a
nadir olarak karsilasildigt belirtilmektedir (CLSI 2018).
Kopeklerden alinan 6rneklerden izole edilen metisilin
direngli stafilakok suglarinda mecd gen varliginin
arastirldigt  calismalarin cogunda  izolatlarin
tamaminda ilgili genin pozitif oldugu rapor edilmistir
(Aslantas ve ark. 2013, Gandolfi-Decristopharis ve
ark. 2013, Chah ve ark. 2014, Teixeira ve ark. 2019,
Khanal ve ark. 2021). Elnageh ve ark. (2020) ise
metisilin direncli KNS izolatlarinin %11.11’inde mecA
geni tespit ettiklerini bildirirken, Abdel-Moein ve
Zaher (2020) izole ettikleri 1 adet metisilin direncli
KNS  izolatmin  mecd  negatift  oldugunu
belitlemislerdir. Bu calismada ise 17 adet metisilin
direncli KINS izolatinin ¢ogunda (%64.70) mecA geni
PCR ile pozitif bulundu. Geri kalan 6 (%35.30)
izolatta  metisilin  direncinden  diger  direng
mekanizmalarinin  sorumlu olabilecegi (Ba ve ark.

2013, CLSI 2018) diisiiniildi.
SONUC

Sonug olarak bu ¢alismada metisilin direncli koagulaz
negatif Staphylococcus spp. izolatlarinin képeklerde hem
dogal floradan hem de enfeksiyon olgularindan izole
edilebilecegi  belitflendi. KNS izolatlarinda  mecA
geninin rol oynadig metisilin direncine dikkat
edilmesi gerektigi belitlenirken, suslarin  hayvan
saghiginin yant sira halk saghgt acicindan da 6nem arz
edebilecegi  gorildii.  Tleriki  calismalarda  pet
hayvanlarinda &zellikle hastalik olgularindan  izole
edilecek suslarda metisilin direngliliginin
belitflenmesinin  epidemiyolojik  ¢aligmalara  katks
saglayacagl kanaatine varildi.

Finansal destek: Bu calisma hicbir kurum ya da
kurulus tarafinda maddi olarak desteklenmemistit.

Etik izin: Bu calisma “Hayvan Deneyleri Etik
Kurullarinin = Calisma  Usul ve Esaslarina  Dair
Yonetmelik” Madde 8 (k) geregi HADYEK iznine
tabi degildir (Calisma, Van Yiiziincii Yil Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 31.03.2022
tarih ve 2022/03-28 nolu karari ile onaylandi).

Cikar catigmasi: Yazarlar bu yazt igin gercek,
potansiyel veya algilanan c¢tkar catigmasi olmadigini
beyan etmislerdir.

Yazarlarin Katki Orant: OG:%50, IHE:%15,
Z1:%15, MY: %10, BK:%5, RC:%5
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