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ONSOZ

Kdpeklerde kulak hastaliklari yaygin ve inat¢i poblemdir. Yapilan aggirmalarda
klinige getirilen hastalarin yaklk %215’inde otitis olgusuna rastlagdibildirilmistir. Otitis
eksterna terimi spesifik bir hastaliktan cok #ulak kanalinin inflamasyonunu ifade eder.
Otitis eksternanin primer nedenleri yabanci cidimipersensitivite reaksiyonlari (atopi, gida
allerjisi), paraziter hastaliklar ve metabolik letiardir (primer keratinizasyon defektleri,
hipotiroidizm, hiperadrenokortisizm). Proliferatifegisiklikler, asir1 temizlik ya da uygun
olmayan temizleme drtnlerinin kullanimi kulak predollerini hazirlayici faktorlerdir. Otitis
eksternaMalassezia pachydermatitigiibi bir infeksiyon sebebiyle sekonder olarak da
olusabilmektedir. Son zamanlara kadar canine otitisezka ve canine pyoderma vakalarinin
cogundan Staphylococcus intermediusi sorumlu oldgu distindlmekteydi. Son yillarda
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) kullanilarak yapi calgmalar Staphylococcus
intermedius olarak identifiye edilen izolatlarin ashindd. intermedius Staphylococcus
pseudintermediusve Staphylococcus delphinolmak Uzere ¢ farkli tirden glugunu
gostermgtir ve S. intermediugrup (SIG) olarak adlandirigtir. Boylece canine pyoderma ve
canine otitis eksternalarin yaygin patojenininreiS. intermediusiegil S. pseudintermedius

oldugu ortaya ¢ikmytir.

S. pseudintermedidgsatci patojendir. Kedi ve kdpeklerde pyodermi#tjsoeksterna,
idrar yolu infeksiyonlari ve postoperatif yara ikégyonlarindan sorumludur. Hayvanlarla
kontakt halinde bulunan veteriner hekimlerden, iklipersonelinden ve hayvan sahiplerinden
de izole edilmitir. insanlarda yalnizca kolonizasyon olabilcgibi basta deri infeksiyonu
olmak Uzere firsatci infeksiyonlara da neden ohabktedir. Genelde kliniklerde rutin olarak
kullanilan antibiyotiklere direnclidir. Zoonoz olmia gortlme sikfinin giderek artmasi ve

antibiyotiklere direnclilgi nedeniyle son yillarda oldukca fazla gralmaktadir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel finama Projeleri tarafindan
VTF-13045 nolu proje olarak desteklentiri
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1. GIRIS

Otitis eksterna kulak kanali derisi ve kiila ek yapilarinin yangisi olarak ifade
edilmektedir. Bu durum kicik hayvan kliniklerindearklasilan en yaygin ve sinir bozucu
problemdir. Otitis eksterna siklikla genel dermajil durumun klinik yansimasidir. Otitis
eksternanin sebebi genellikle multifaktoryeldirplplemin ¢6zimi ve tekrarlarin énlenmesi icin

sistematik tghis ve tedavi plani gerektirir (Sasaki ve ark 2005)

Micrococcaceaaiilesinin Uyesi olan Stafilokoklar, deri ve muktz@da kolonize olabilen,
memelilerin, kglarin ve sirtingenlerin normal flora Uyeleridir.datg1 patojen olmalari, hem insan
hem de hayvanlarda 6nemli bir mortalite ve morkiditedeni olarak kammiza cikmaktadir.
Hayvanlarda en fazla hastalik yapan Stafilokokl&taphylococcus aureusS. schleiferi S.
epidermidis S. hyicus S. xylosusS. simulansve S. intermediugiirleridir (Ozturk ve ark 2010,
Bond ve Loeffler 2012, Udegbunam ve ark 20%i#sanlarin deri ve mukozalarina ygda en

yaygin Stafilokok;S. aerus/e Koagulaz Negatif Stafilakokldr (Paul ve ark 2010).

Fenotipik olarak Staphylococcus intermediuslarak identifiye edilen izolatlarS.
intermedius, S. pseudintermeduesS. delphinyi iceren g farkl tirden okmaktadir ve bu tirler
hep birlikte S. intermediusgrup (SIG) olarak isimlendirilrgiir (Sareyyipg@lu ve ark 2014).
Staphylococcus pseudintermediu kez 2005 yilinda ayri bir Stafilokok tirld ol&ra
tanimlanmgtir. Birbirine ¢ok yakin olarg. intermediusre S. delphiniden ilk olarak DNA-DNA
hibridizasyonu ile ayirtedilngtir. Su anda SIG Uyelerinin tlr identifikasyonunda hvaiekonomik
bir alternatif olarakkat ve ptagenlerininPCRrestriction fragment lenght polimorfizm analizleri
gelistiriimis olsa dasodA, hsp60, nuc/eya kat gen sekanslariyla genotipleme metoda
kullanilmaktadir (Hariharan ve ark 2014). Kopekkeka kedilerde kolonize olan ve infeksiyonlara
yol acan firsat¢l patojen SIG turd genellikde intermediutan ziyadeS. pseudintermediltsr
(Sareyyupglu ve ark 2014). Birkac yil 6ncesine kad#. intermediusin kopeklerin
mikroflorasinda bulunan bir firsatgi patojen didu kopek ve kedilerde pyoderma, yara
infeksiyonlari, otitis eksterna vegdir doku infeksiyonlarina yol agtidistintilmekteydi (Morris ve
ark 2006). Ancak Bannoehr ve arkglda (2009) ve Sasaki ve arkatiinin (2005) yapg iki

bagimsiz galgma ileS. intermediusin guvercinlerle bglantil oldusu, kdpeklerden en



fazla izole edilen Stafilokokal tirtn ise pseudintermediusldugu kanitlanmgtir (Paul ve ark
2011). Salikh kopeklerdekiS. pseudintermediukolonizasyonu % 68’ lere varan oranlardadir
(Rubin ve ark 2011).

Normalde sglikli insanlarin mikroflorasinda bulunmayaB. pseudintermediugaman
zaman Ozellikle petlerle yakingkisi olan kuc¢ik hayvan veteriner hekimlerinde vé sshiplerinde
olusan ciddi infeksiyonlardan izole edilgtir (Sareyyupg@lu ve ark 2014). Son zamanlarda yapilan
bir calsmada, calmaya katillan 128 veteriner hekimden 5’inin képekkeglilerde ortaya cikan
metisilin direncli S. pseudintermediufMRSP) klonu taidigl tesbit edilmgtir. Bu calsmayla
MRSP’nin daha 6nceki ¢camalarda soylendi gibi sadece petler arasindazdereteriner hekimler
arasinda da yaygiagi gortlmigtir. Coklu ilag direnci bakimindan metisilin dirdingS.
pseudintermediugn metisilin direncliS. aureutan daha direncli oldgu bulunmutur (Paul ve ark
2011).S. pseudintermedius infekte veya kolonize petlerden insanlara gesime antimikrobiyal

direncliligin artmasi halk ggigini tehdit etmektedir (Sareyyugla ve ark 2014).

Bu tez cakmasi, son dénemlerde insanlarda ve hayvanlardaklaiktastlanan ve
antibiyotiklere direnclilgi nedeniyle problem oklturan S. pseudintermedius otitis
eksternalarda vaginin ortaya konmasi ve antibiyotik direngihin belirlenmesi acisindan

onemlidir.

1.1.Genel Bilgiler
1.1.1. Otitis Eksterna

Dis kulak kanali, kanalin acik tutulabilmesi icin ddstgtrevi yapan kikirdak ve
kikirdagl kaplayan deriden meydana gelir. Kulak kikgglakulak kepcgesi ve kulak kanalinin
dikey acisi icin iskeleti oliurur ayrica dairesel kikirdak sdkulak kanalinin yatay bélimint
destekler. Dy kulak kanali yg bezleri, apokrin bezleri ve kil folikilleri iceregpk katl yassi
epitel ile kaphdir. Direkt epitel katinin altindak sayida ya bezleri bulunur. Apokrin bezler
daha derinde, koryumda bulunur. Normal serumenirikbbezin salgisindan meydana ggldi
kabul edilmektedir. Yangl durumlarinda apokrin leezkistik hale gelir ve sekresyonlari

gorilebilir derecede artar (Griffin 2009).



Dis kulak kanali derisinin akut ya da kronik yangisotdis eksterna denir. Kedi ve
kopeklerin d¢ kulak yolunda gorilen en yaygin hastaliktir. Kdpede rastlanma orani ¢ok
yuksektir, kedilerde daha az rastlanir. Kopeklerdpor edilen otitis eksterna prevalansi
populasyonun %10'u ile %20’'si arasindgzideken kedilerde otitis eksterna prevalansi %2 ile
%10 arasindadir ve genellikle paraziter kaynaklidoipeklerde kulak kepgesinin vesdulak

kanalinin farkh anatomik yapilarda olmasi otitisternayi predispoze kilar (Griffin 2009).

1.1.1.1. Etiyoloji

Otitis eksterna komplike ve multifaktéryel bir halsktir. Nedenlerini primer nedenler,
sekonder nedenler, predispoze faktorler ve devasagilayan faktorler olarak siniflandirmak
mumkuanduar (Griffin 2009).

Predispoze faktorler otitis eksternawha riskini artiran faktorlerdir.

Irk 6zellikleri: Olgularin yaklaik %80’ini uzun kulakl irklar, 6zellikle Cocker Spiel,
Poodle, Terrier, Labrador Retriever, Alman Cobarp&sd ve Kangal Coban Koge ile kulak
yolunda cok fazla killari olan irklar altwrur. D kulak kanali defiinin kulak kepcesi tarafindan
ortilmesi, d¢ kulak kanalinin ¢ok fazla killarla értilmesi haatamini engelleyerek infeksiyon
olusumunu kolaylatirir (Griffin 2009).

Anatomik yapi: Kopeklerde glikulak kanalinin a¢i oluracaksekilde ‘L’ harfi gibi
dirseklenme gostermesi ve bu bélgenin dar olmaskeb toz ve kulak sekresyonlarininsali

atilmasini olanaksiz kilar (Griffin 2009).

Su ve sgugun etkisi: Dg kulak yoluna suyun girmesi gonlukla ylizmeyi seven
kopeklerde yizme sirasinda, banyo yaptiriimassisida ve av kdpeklerinde olglw gibi avi
yakalamak icin nehire ya da gole girmesi sirasioldamaktadir. Ozellikle sabunlu sularsdi
kulak yolunun asit ortamini bakterilerin Ureyebdgic sekilde nétralize eder ve kulak yolu
derisinin epitelini bozabilir. Strekli nem mikro@gizmalarin tGremesi igin uygun bir ortam
olusturur. (siitme ve cereyanda kalma sonucgudohava akimi gikulak kanalini etkileyerek
kataral bir yangi olgturur (Griffin 2009).



Yas: Otitis eksterna olgularinin go 5-8 yglarinda ortaya ¢ikmaktadir.

Travmatik etkiler: Sik sik otlarin arasinda dala kdpeklerde delici 6zedfi olan pisipisi
otu bagakciklar ya da kum, toz, toprak gibigér yabanci cisimler kulak kanalina kolaylikla
girerler ve otitisleri olgtururlar. Kulak kanalina konsantre ila¢ uygulamdda ds kulak kanali
epitellerini ve kulak zarini etkileyerek otitisinlupumuna yardimci olur. Kulak kanalinin
temizlenmesi sirasinda portecotonun zorlayarakletiBnesi ya da otoskopi sirasinda
normalinden daha kalin bir spekulum uygulanmasuusonolgabilecek yaralanmalar otitisin

travmatik nedenlerini oktururlar (Griffin 2009).

Kulak kanalinin kirlilgi: Ozellikle kulak kanali uzun killarla ortiilii olaképeklerde
kulak kanalina giren toz, toprak, kum gibi yabaaisimler bu killar tarafindan tutulurlar. Bu
duruma kulak kanali derisi bezlerinden salgilanan serumen adi verilen salginin da
karsmasiyla kulak kiri olgur. Kirlerin kulak kanalinda birikmesi kulak karralitikayarak
ventilasyonu engeller ve kulak kanalinin sirekintikalmasina neden olur. Kulak Kiri irkiltiye

neden olarak bolgeyi mikroorganizmalara duyarkikye otitis olgur (Griffin 2009).
Tumorler ve polipler: Ozellikle kedilerde gdzlenir.

Primer nedenler direkt olarak otitis eksternayaepeblan etkenlerdir. Bunlar arasinda
otoimmun hastaliklar, allerjik dermatitis, hiperseivite reaksiyonlari, kopek genclik hasga

Otodectes cynotigibi paraziter hastaliklar sayilabilir (Griffin @0).

Devam ettirici nedenler otitis eksterna sonucusauddem, hiperplazi, stenozis gibi

yangisal ve patolojik cevaplardir. Hastah iyilesmesini engellerler (Griffin 2009).

Sekonder nedenler genellikle sgi tirden bakterilerdir. Bakterilerin @ kulak
kanalinda saprofit olarak bulunur ancak patojemlala da vardir. Sgikli bir kdpegin kulak
kanalinda en sik rastlanan mikroorganizmaftaphylococcus spptkoagulaz pozitif) ve
Malassezia pachydermatitis. Kulagin normal florasinda koagulaz pozitif, koagulaz atég
Staphylococcus sppp-hemolitik Streptococcus spp Proteus mirabilis Escherichia coli

Pseudomonas aeruginobakterileri bulunur (Griffin 2009). Yapilan



¢esitli calismalarda, s@ikli kopeklerin kulak kanalindaRasteurella multociddakterisinin de
izole edilebilecgi bildirilmistir. Bu bakterilerden b&a Malassezia pachydermatitis
Microsporum canisre Otodectes cynotie klinik belirtiler vermeden hastalik etkeni @liizole
edilebilmektedir. Otitis eksterna vakalarinda ek mole edilen bakteriyel etkenler is&.
intermedius S. aureus Pseudomonas aerugings@roteus mirabilis Klebsiella spp. Bacillus
spp, Serratia spp Corynebacterium sppve E. colidir. Ozellikle kronik infeksiyonlarda
Proteus sppve Pseudomonas spype daha sik rastlanir. Bu nedenle s6z konusu bfktere
mayalar otitis eksterna vakalarina yol acan fiispggojenler olarak dgrlendirilmektedirler.
Otitis olgularinin ¢gunda birden fazla etken izole edilebilmektedir. &ulkanalinda yetersiz

hava sirkilasyonu bakteriyel enfeksiyonlara preaiiggpyon yaratir (Petrov ve ark 2013).

1.1.1.2 Klinik belirtiler

Otitis eksterna tek ya da cift tarafli gorilebilEn ¢cok gozlenen klinik belirtiler kafa
sallama va kantidir. Bg, hasta kulak tarafinagix tutulur. Dokunuldgunda &rilidir, aglama
ya da sizlanma sesi ¢ikarabilir. Huzursuzdur. Keé&dkulak akintisi olgur (Petrov ve ark 2013).
Erken devredeki lokal bulgulari eritem ve ortiiciitedim siskinligidir. Burada hipersensitivite
reaksiyonu ya da bir irritasyona kareaksiyon s6z konusudur. Bélgede akut nemli détima
gelisebilir. Hassas deri kolayca yaralanabilir, Ulsgelglir ve sekonder infeksiyona lkar
duyarhdir. Purulent ya da kanli bir eksudatsalu Eger infeksiyon uzun sure devam ederse
kulak kanali derisi kalinkar ve hiperplastik bir hal alir. Karnabahar tarzerieler ya da
kikirdakta kemiklgmeler olgabilir. Bu olumlar kulak kanalini daraltir ve tikayabilir. Bu

durumlardagitme azalir ya da tamamen engellenir (Griffin 2009)

1.1.1.3 Tani

Otitis eksternanin thisi ve klinik olarak idaresi genellikle moral baudur ¢iinki otitis
olusumuna zemin hazirlayan pek cok faktor veya hastabksireci hizlandirigiddetlendiren
bircok sekonder patojen vardir. Otitis eksternaglaep olan gegibir faktér yelpazesi oldtundan
tani icin sistematik bir yaktam gerekir. Kul@a yaklgim 20 yil 6nce muayene et ve sadece ula
tedavi etseklindeydi. Simdiki yaklasim ise kulak kanalinin derinin 6zel bir parcasiraka
bilinmesine dayanarak farklgdanistir. Otitis eksternasimdi dermatolojik bir durum olarak

distnulmektedir. Otitis eksterna yalnizca



kulak kanalnin bir hastah desil genel dermatolojik durumun yansimasi olarak yatgikan bir
sendromdur (Griffin 2009).

Sendromun tanisi kolaydir. Bigen derecelerde kafa sallamagikdu, gri, koku ve kulak
akintisi ile farkedilebilir. Kaintiya ba&li olarak othematom okabilir. Otitisin tanisinda 6énemli
olan primer sebebi saptamak, sekonder ve devamcietaktorleri belirlemektir. Ancak hangi
sikhkla bir spesifik primer tani yapilabigihi belirlemek data azii nedeniyle zordur. Bir
calismada 12 kronik proliferatifPseudomonas spkaynakli otitisten 8inde primer sebep
belirlenebilmitir. Primer nedeni bulmak kronik ve tekrarlayantiskerde oldukga 6nemlidir
(Griffin 2009).

Bltin vakalarda yakiam; genel ve dermatolojik anamnez, fiziksel ve daotojik
muayene, otoskopi, sitoloji, kiltlr ve sensitiviesti seklinde olmalidir. Tum vakalarda énemli
noktalari kacirmamak adina standart bir dermatol@jnket kullanilabilir. Otoskopide kulak
kanalinin capli, eksudatin miktari ve tipi, Ulsassoinu, yabanci cisimler, parazitler, timdrler ve
kulak zarinin durumu goérilebilir. Sitoloji kulak kalindan alinan svap orgiein lam Uzerinde
yagla muamele edilerek incelenmesi ve ayrica hazinap@eparatlarin boyanip incelenmesine
dayanir. Sitolojik muayene ile parazit, maya, bakigangisal ve neoplastik hicreler gorilebilir.
Ancak normal kulak kanalinda da mikroorganizmalanlubduysundan sitolojide gorilen
bakterilerin normal mi yoksa anormal mi ofglunu anlamak gigctir. Yangisal hiicrelerin 6zellikle
de fagositik hiicrelerin vagh kuskulari ortadan kaldirir ancak her zaman, ozellddeMalassezia
infeksiyonlarinda, otitislerde yangisal hicre garéyebilir. Otitis eksternali kulaklardan alinan
orneklerde bulunan bakterilerin miktari, maya-bakoeanlari da taniya yardimci olur. Genel bir
prensip olarak skl kulak kanalinda birkag keratin hiicresi, azyida Malassezia (10x40
blyutmede, sahada <10) ve kok ve hi¢ ya da nadpagisal hiicre gorulir. Cok sayida
Malassezia vel/veya kok, rodlar, mantar hifalarifoplrazitler, neoplastik hicreler ve yangi
hicreleri ise anormaldir. Sitolojide tek tip granegatif bakteri veya cubulekilli bakteri
populasyonuna rastlariginda, kulak kanalinda Ulser vaiinda, antimikrobiyal tedaviye cevap
alinamadiinda, kronik ve tekrarlayan infeksiyonlarda kiltie sensitivite testine kaurulur
(Jacobson 2002).



Cizelge 1.1Kulak akintisi tipleri ve muhtemel nedenleri (Jasmio 2002)

Akintinin Tipi Supheli Etken

Bol koyu kahverengi, yaghan, tath kokulu | M. pachydermatitisnfeksiyonu

Koyu kahverengi-siyah, kahve telvesi gibi | O. cynotisinfeksiyonu

Koyu sari-acik kahverengi, kremsi Gram pozitif kok

Siddetli, tath kokulu, vy&h, sari-taba Sebore, atopi, endokrinopati gibi nan-

(serumindz otitis) infeksiydz

Acik sarl, ince, tatli kokulu, peynirimsi Gram n&fbasil

1.2.Otitis Eksterna’da kulak Kanalindan Sik Izole Edilen Bakteriyel Etkenler

1.2.1.Pseudomonas spg.urleri

Pseudomonas aeruginogasan ve hayvanlarda irinli, nadiren sistemik ksfigon olyturan
firsatcl patojen bir mikroorganizmadir (Cengiz 1p99ram negatif, 1,5-3 y boyutlarinda, zorunlu
aerobik, comaksekilli, karbonhidratlari okside edebilen bir baktéiiriidir. izolatlarinin ¢gu
katalaz ve oksidaz pozitiftir. Sahip olduklari bgya daha fazla polar flagellalar yardimi ile aktif
hareket edebilmektedirler. Sporsuz ve genelliklpskidsliz olan etkenin bazi ssarinda kapstl

varhgi saptanmtir (Aydin ve ark 2006).

Genel besiyerlerinde: 37°C'de 1 gun icinde salu koloniler; icerdii piyosiyonin
pigmentinden dolayl mavi renkli ve tipik Uzimsiu meykokusundadir. Koyun Kanli Agarda;
hemoliz, metalik parlaklik, MacConkey Agarda;s§iensi-mavi renkte blyulk, laktoz negatif,
Brilliant Green ve XLD Agarda; kirmizi kolonilerwimasi ve TSI Agarda herhangi birgigklik

olmamasiP. aeruginosgytniinden olumlu reaksiyonlardir (Aydin ve ark 2D06

P. aeruginosasuslarinin, proteolizise duyarl S-tipi ve proteoligiglirencli R-tipi olmak
Uzere iki adet bakteriyosini bulunmaktadir. Bunuiged sylari oldarict etkisi vardir.P.
aeroginosaekzotoksin, enterotoksin, endotoksin, proteazstalave hemolizin gibi ¢cok sayida

ekstraselliler maddeler sentezleyebilmektedir (Awah ark 2006).

P. aeroginosasaglikh hayvanlarin deri, mukoz membran, barsaklaatnsl, toprak, &m
ve musluklarda bulunur. Firsatcl patojendir, direligtigiinde ve vicut bariyeri bozulgunda

hastalik meydana gelir. Etken invazivdir, toksijeinive potansiyel virulans



faktorleri mevcuttur. Képek ve kedilerdesddulak yangisi, driner sistem infeksiyonu, pnémoni,
Ulseratif keratitis ve dermatitisekillenir. Koyunlarda; Yel Yun (yapa clUrigl) Hastalgl,
mastitis, pndémoni, akger ve beyin apsesi,@rlarda; mastitis, sistemik infeksiyonlar ve infkte,
atlarda; metritis, infertilite, abortus, korneatét, taylarda; ishal, mink ve cgincillalarda hemibraj
pnoémoni, domuzlarda nekrotik pnémoni, pgaalarda sistemik infeksiyonlar, konjunktivitis ve
rhinitise neden olmaktadir (Cengiz 1999).gGolukla kdpeklerin kronik, Ulseratif ve proliferati
otitis eksternalarindan sorumludur. Ozellikle etkeproteolitik enzimlerinden elastazlar, otitis
eksterna olgularinda doku hasari sonucu lezyonigddetlenmesine neden olmaktadir (Jacobson
2002).

Kumar ve ark (2002) yapmiolduklari bir calgmada 200 otitis eksternali ke ait
izolatlardan,P. aeruginosanin 101 sgta yer aldgini bildirmislerdir. Chaudhary ve ark (2003)
yapms olduklari benzer bir ¢almada, 59 suicinde s6z konusu bakterinin 11.43 oraninda
oldugunu rapor etmierdir. Ahmed (2000)'in yaprioldugu bir calsmada ise bu oranin 10 olglu
bildirilmi stir. Oliveira ve ark (2005) ise ¢aimalarindaP. aeruginosdtrinin dger turlere gore en

fazla izole ettikleri etken oldiwnu rapor etrgierdir.

1.2.2.Corynebacteriunspp Turleri

Korinebakteriler gram pozitif, 2-6 mikrometre bolantnda, hareketsiz, sporsuz, kapsulsiz,
pleomorfik (comak-kokoid), preparatlarda cin haiflgibi ya da X, V, Y formlarindadir. Cevre
kosullarina ba&ll olarak uzunluklar vesekilleri degisiklik gosterir. Genellikle fakuiltatif
anaerobturlarC. diphteriaaerobtur. Glukoz, galaktoz, maltoz ve mannozu gagturmaksizin

fermente eder, katalaz ve Ureaz aktiviteleri pftizifiMuckle ve ark 1992).

Korinebakteriler zenginkdiriimis besi yerinde bile yagaurerler. Uremeleri icin biotine
ihtiyac duyarlar, bazi tirlerinin thiamin ve PABRdra-amino Benzoik Asit) ihtiyaclari da vardir.
Loeffler's Medium, Kanli Agar ve Trypticase Soy Ada (TSA) urerler. Granuler gérunumli,
geneldeseffaf, ortasi opak, konveks, dizgin kenarli gri (i&oloniler olytururlar. Loeffler's
Mediumda sarimsi-beyaz koloniler glm. TSA'da ortasi siyah y# koloniler olusturabilirler
(Muckle ve ark 1992).



Korinebakteri tdrleri genelde @ada; toprak, su, bitkiler ve gidalarda bulunur.
Nondifteroid Korinebakteri tirleri insan ve hayvanh normal mukoza ve deri florasinda bile
bulunabilir. Birca&u firsatci patojendiririnli infeksiyonlara sebep olurlainsanlarda en fazla
kargilagilan patojen tirC. diphteriaedir. Difteri toksini Uretme yeterig kazanabilmesi icin
bakteriofajla aktive olmasi gerekir. Hayvanlarda sk gorilen patojen tirler is€. bovis, C.

renaleve C. pseudotuberculosis (Yassin 2003).

C. pseudotuberculosis (ovikpyun ve kecilerde Kazetz Lenfadenitis'e atlardaetatif
Lenfangitis’e ve Kontagiydoz Akne’'ye neden ol@. renale, C. pilosunve C. cystitidissigir, at,

koyun, keci, domuz, képek ve tanlarda Uretritis ve pyelonefritis glurur (Cengiz 1999).

Lipid tabakasiyla birlikte salgilanan ekzotoksimgFolipaz-D), Korinebakterilerin virulans
faktorleridir (Pepin ve ark 1991). Protein yapidino ekzotoksin daha c¢ok bakterinin hiicre
duvarinda sentezlenip, damar permeabilitesinin astna neden olmaktadir. Kdpeklerde otitis
eksterna hastglina yol acmalari durumunda da kulaktan irinli akamtn gelmesine sebep
olmaktadirlar (Aydin ve ark 2006).

Yoshida ve ark (2002)'nin yapmolduklari calgmada 110 otitis eksternali kdjee ait
swlardan yalnizca 18 tanesin@orynebacterium spsaptanglardir. Sarierler ve Kirkan (2004)
ise 234 otitis eksternall izolatta s6z konusu bidite 6.42 oraninda bulungunu belirtmglerdir.
Yapilan dger calsmalarda iseCorynebacterium sppotitis eksternali kopeklerden izole edilen
toplam sylarin yalnizca bir tanesinde godzlemlegtni (Ducha ve ark 1981, Akay ve ark 1984,
Janer ve Castro 1984, Kihyang ve ark 1999).

1.2.3.Escherichia coli

Enterobacteriaceanilesinin genel 6zelliklerini tar. Gram negatif, comakekilli, 2-6 pm
boyutlarinda, sporsuz, aerob ya da faklltatif astadpir bakteridir. Peritrik flagellaya sahip
olduklarindan hareketlidirler ancak hareketsizefirtle bulunmaktadir. Genel besiyerinde kolayca
urer, kanli agarda bazi gar hemoliz olgturur. Kanli Agar, Nutrient Agar vEnterobactericeae
turleri icin diferensiyel ve selektif olan besiyaiihde (MacConkey, EMB) 37°C’de 24 saat icinde
gozle gorulebilmektedir. S tipi koloniler alwrur. Sivi besiyerlerinde ise homojen bulaniklik

meydana getirerek Uremektedi.



coli; laktoz, mannitol, glukozu asit ve gaz glurarak fermente etmektedir. MacConkey Agarda
pembe renkli koloniler, EMB Agarda ise metaliksjyeefleli koloniler olusturmaktadir (Cengiz
1999).

Normal barsak flora etkeni ola. coliler diski ile ¢evreye yayllmaktadir. Bujanalar
fekal-oral yol ile olmaktadirE. coli doga kosullarinda (su, gki, barinaklarda) aylarca canh
kalabilir. Bazi dezenfektanlara (fenol, kresol)isgya direnclidir. ‘O’ somatik antijeni, ‘H’ flag&dr
antijeni, ‘K’ kapsuler antijeni ve ‘F’ fimbrial (jiis) antijenine sahiptir. Pilus antijenleri barsak
epiteline ve dier viucut bdlgelerine tutunmayi @adig1 icin 6nemlidir veE. colilerin virulans
faktori olarak kabul edilirler. Patojenik coli suslari barsak infeksiyonlari ve yeni gianlarin hizli
gelisen septisemilerinden sorumludug.colinin patotipleri: Enterotoksijenike. coli (ETEC),
Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterohemorajike. coli (EHEC), EnteroinvazivE. coli
(EIEC)'dir. Enterotoksijenik ishaller yenigan kuzu, buza, tay, domuz ve kopeklerde meydana
gelmektedir. ETEC’lerin enterositlere @danmasi, sahip olduklari kapsiler K antijeni ve limal
antijenleri (F) sayesinde olmaktadir. EPEC’ler tokgretmezler ancak barsakta tipik lezyonlara
yol acmaktadir. EHEC slari ise kanli ishallere neden olmaktadirlar. EHR®totipi E. coli
0157:H7'dir (Keskin ve ark 1999). Nonpatojerslanise meme, uterus veggir viicut bélgelerinde

firsat¢l infeksiyonlara neden olurlar (Cengiz 1999)

E. col’'nin kopeklerde otitis eksterna, koliseptisemisi,ometra ve Uriner sistem
infeksiyonlarina neden olgu bilinmektedir. Yapilan ¢&li calismalarda 81 ve 234 otitisli
kopekten izole edilen slarda sirasiyla 2.4 ve 1.28 oranlarinéla coli tirt izole edildi
bildirilmi stir ( Keskin ve ark 1999, Sarierler ve ark 2004).

1.2.4 Klebsiella sppTurleri

Enterobacteriaceadamilyasindan, gram negatif, hareketsizgwgdukla kapsulli, ¢ubuk
seklinde, lizin dekarboksilaz treten fakat ornitiekdrboksilaz tretmeyen ve genellikle Voges-
Proskauer testi pozitif olan bir bakteridir (Aydra ark 2006)K. pneumoniag@ormalde su, toprak
ve bitkilerde; insan ve hayvanlarin normaliz deri ve barsak florasinda bulunur. Firsatcl
patojendir. Bgta akcger, Uriner sistem ve hastane infeksiyonlari olmakeré firsatcl

infeksiyonlardan sorumludur (Kihyang ve ark 1999).
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Yapilan ceitli arastirmalarda Klebsiella turlerinin otitis eksternakséarina yol acfi rapor

edilmistir. Cesitli arastirmacilar K. ozaneaeve K. pneumoniaetirlerini 234 otitis eksternali
kopekten 2.56 oranind&lebsiellasp. tlrind ise yalnizca bir sta izole ettiklerini bildirmglerdir

(Kihyang ve ark 1999, Chaudhary ve ark 2003, Senee ark 2004).

1.2.5.Proteus sppTurleri

Proteus tirlerEnterobacteriaceaailesinden gram negatif, hareketli, aerobik corgekilli
bakterilerdir. Ureaz pozitiftir ve sivi besi yermdareket etmesini gayan periferik kirpikleri
vardir. Kanli agarda hemoliz meydana getirmezlegaz pozitiftir ve laktozu fermente etmezler.
En 6nemli turleri,P. mirabilis P. vulgarisve P. pennerdir. insan ve hayvanlarin normal barsak
florasinda ve kirli sularda bulunurlar. Firsatcitggendir. Ozellikle lriner sistem olmak (izere

vicudun csitli yerlerinde infeksiyonlara sebep olurlar (Abb2007).

Yapilan caitli arastirmalardaProteus spptirlerinin otitis eksterna vakalarina yol &gt
gozlemlenmitir. Arastirmacilar otitis eksternali kopeklereskin izolatlarda sirasiyla: 200 6rnekte
12.87, 20 ornekte 10.59, 100 drnekte 24.29, 15kiend.76 ve 35 Ornekte 6 wun Proteus spye
ait oldysunu bildirmglerdir (Kumar ve ark 2002, Vikas ve ark 2003, Chaarg ve ark 2003, Nair
2004).

1.2.6. Stafilokoklar

1.2.6.1. Genel Bilgiler

Stafilokoklar Micrococcaceaeailesinden, fakuiltatif anaerobik, gram pozitif kaidir.
Genellikle deri ve mukoz membranlarin zararsiz k@msalleridir ancak insanlar vegdr pek ¢cok
hayvan cgidi icin potansiyel patojendirler. Kdpeklerdeki mierma vakalarinin hemen hemen
hepsiS. intermediudarafindan olgturulur. S. intermediushticre duvari kompozisyonu vesitk
biyokimyasal Ozellikleri bakiminda®. aeruan farklilik gdsteren izolatlari isimlendirmeking
kullaniimigtir. Simdi ise S. intermediusin kdpek spesifik tirt iginS. pseudintermediusmi
kullaniimaktadir.Staphylococcus intermediyara infeksiyonlari, otitis eksterna, sistitislitde ve
respiratorik hastaliklarin énemli bir nedenidinsanlarda gorilerS. aureuskolonizasyonuna

benzerekilde sglikli kopekler genellikle normal mikrofloralarinda
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intermediu&u tagirlar. Deri ve tiylerde kisa sireli olarak buluremkasil rezervuargaz ve burun
boslugu ile perineum ve andstufs. intermediuskdpek corneocytlerine olan konak spesifitesi
nedeniyle genellikle insanlardan izole edilmez &npatlerden insanlara gecrapor edilmgtir

(Koneman ve ark 2006).

1.2.6.2. Tarihge

Bakteri ilk olarak 1878 yilinda Alman bilim adamoBert Koch tarafindan tanimlangtr.
Robert Koch deneyimlerine dayanarak 0©zellikle itean etkileyen kan zehirlenmesi ve
septisemiye bir bakterinin yol agini disinmistir ancak bu bakterileri mikroskop altinda
gorememtir. Stafilokoklar ilk kez 1880 yilinda diz eklenda operasyon sonrasi gdun bir
apsedenjskocgyall cerrah Sir Alexander Ogston tarafindanntéanmstir. Ogston bu bakteriye,
benzerlginden dolayl Yunancada Gzim salkimi anlamina g8phylococcus adini verstir.
1884 yilinda Alman hekim Friedrich Julius Rosenbbakteriyi koloni renklerine goér8. aureus
(altin) ve S. albus(beyaz) olarak ikiye ayirdiS. albusinsan derisindeki yaygigindan dolayi
sonradanS. epidermidisolarak tekrar adlandiriidi. 1940l yillarin 6ngede hekimler invaziv
Stafilokok infeksiyonlarinda gdérilen 6nemli mortalikagisinda caresiz kaldilar. Alexander
Fleming'in 1928'de penisilini bulmasi ve 1940’deofdy ve Chain tarafindan penisilin Gretiminin
basariimasi ile Stafilokok infeksiyonlarinin tedavida yeni yontemler kaydedilgtir. 1950'i
yillarda coklu direncliS. aureusortaya cikmygtir. 1959'da penisilin direncliS. aureusin
tedavisinde metisilin gediirilmi stir. 1961 yilindaS. aureusn laboratuvar sglarinda metisilin
direnci bildirilmistir. 1961'de ilk dg@al olarak metisilin direncls. aureufMRSA) rapor edilmitir.
1960-2000 yillarinda Stafilokoklarda makrolid, &efiklin, kloramfenikol, aminoglikozid ve
fluorokinolon direngleri bildirilmgtir.  1980°li  yillarda Metisilin direncinin genetik temeli

aciklanmgtir, PBP2a karakterizasyonu yapigtm (Koneman ve ark 2006).

1.2.6.3. Siniflandirma

Staphylococcus cinsi - Staphylococcaceaeailesinde yer alir.  Stafilokok turlerinin

siniflandiriimasi Cizelge 1. 2.’de verilgtir.
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Cizelge 1. 2 Stafilokok turlerinin siniflandiriimasi (Todar 1994

Domain Bacteriae

Alem Eubacteria

Bolim Firmicutes

Sinif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Staphylococcaceae

Cins Staphylococcus

Tar S. aureus

(insan ve hayvanlarda hastalik S. epidermidis

yapan en dnemli turler) S. saprophyticus
S. haemolyticus
S. lugdunensis

Stafilokok turleri DNA/DNA iliskileri ve fenotipik 0Ozelliklerine goére her gecen i
degismekle birlikte en az doért grup altinda toplanatahr

1) S. epidermidiggrubu §. epidermidis S. capitis S. warnerj S. haemolyticus, S. hominis S.
saccharolyticusrleri),

i) S. saprophyticugrubu . saprophyticyss. cohnii, S. xylosusirleri),
i) S. simulangrubu S. simulans, S. carnostigleri),

Iv) S. sciuregrubu §. sciure, S. lentusirleri) yer almaktadir.S. aureus, S. auricularis, S.
intermedius, S. hyicuge S. caseolyticuBerhangi bigruba sokulamangtir (Tanger ve ark 2004).

Molekiler metodlara dayanilarak yapilan son sgalara gore fenotipik olaralS.
intermediusolarak identifiye edilen tu6. intermediusGrup (SIG) adi altind®. intermedius, S.
pseudintermedius, S. delphigriup A veS. delphinigrup B olarak tekrar siniflandirilgir (Sasaki
ve ark 2005).
1.2.6.4. Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri

1.2.6.4.1. G6rinim ve Boyanma

Staphylococcusgenusunda bulunan bakteriler 0,5-yfn capinda Gram pozitif kok

goranamundedir. Tekli, ikili, dortlt hticreler hati@ bulunabilirler, ¢ veya dort hiicreden
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olusan kisa zincirler yapabilirler ve diizensiz tziinksal benzergekiller olustururlar. Hareketsiz

ve kapstlstiz mikroorganizmalardir (Cengiz 1999).

1.2.6.4.2. Ureme ve Kiiltir Ozellikleri

Stafilokoklar %7,5-10 NaCl iceren basit besiyerkgahil kanh agar, nutrient agar, triptik
soy agar veya beyin kalp infiizyon agar gibi birt@siyerinde Urerler. Ancak kanl besiyerlerinde
daha iyi ¢c@alirlar (Cengiz 1999).

Zorunlu anaerob olaB8. saccharolyticuse S. aureus subsp. anaerobidsinda fakiltatif
anaerob olup gaunlukla aerob Uremeyi tercih etmektedirler. Anaécatrtamda glukozdan asit

olustururlar (Cengiz 1999).

Stafilokok turlerinin ¢gunlugu 30-37°C’de 18-24 saat iginde 1-3 mm capinda kolon
olusturmaktadir. 37°C ideal Greme sicakliklarn olup489C arasinda toksin ghlurrabilmektedirler
(Koneman ve ark 2006%5. aureusa ait koloniler geri (6-8 mm capinda), diiz, ylizeyden hafifce
kabarik, yarseffaf gorinimdedir. Cgu suwa ait koloniler krem-sari, portakal rengi pigmeptas

gOsterirler.S. aureuskanli agarda beta hemoliz yapmaktadir (Cengiz 1999)

Hucreler tek veya ciftler halinde, Gzim benzerksalformlari olgturmaktadir. Pirilan
ornek icinde, infekte vicut sivilarinda veya siesiyerlerinde morfolojik 6zellikleri G¢lu-dortlt
kisa zincir yapan koklageklinde dgisebilmektedir. Bu gorintmleri ile Streptokoklara beyen
Stafilokoklar, katalaz testinin pozitif olmasi égirt edilebilmektedir (Peacock 2005, Koneman ve
ark 2006).

Stafilokoklar, sporsuz bakteriler icerisinde @tkenlere ve dezenfektanlara «een fazla
dayanabilen bakterilerdir. Kultirlerde, +4°C'de 2-8y, -20°C'de 3-6 ay kadar canli
kalabilmektedirler. Stafilokok tirleri 60°C'de amkcgarim saatte, %2’'lik fenolde 15 dakikada
inaktive olup, %9’luk sodyum Kkloriire ve sakkarozé&redc goOsterebilmektedir. Kuarterner
amonyum klorur bilgikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte edilebilir ayrica alkol ve iyabig

antiseptiklere de oldukca duyarlidir (Koneman \Je24106).
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1.2.6.4.3. Biyokimyasal Ozellikleri

Biyokimyasal olarak streptokoklari stafilakoklardayirmanin en iyi yolu katalaz testidir.
Stafilakoklar katalaz pozitiftir. Test lam Gzeriagnan bir koloninin Gzerine %3 hidrojen peroksit
eklenmesiyle yapilir. Katalaz pozitif kidlttrler ,Ove kopuk olgturur. Test kanli agarda

yapilmamalidir ¢inkl kanin kendisi katalaz iceioifeman ve ark 2006).

Plazmayr pihtilgtirma  yetengini  gosteren koagulaz  deneyi, Stafilokoklarin
siniflandirilmasinda en yaygin olarak kullanilam,cek dnem tgtlyan ve genel olarak kabul géren
identifikasyon kriteridir. Koagulaz pozitif olan &tlokoklar; S. aureus, S. intermedju$.
lugdunensisS. hyicusS. delphinjS. lutraeve S. schleiferi subsialir. iki farkli ydntemle koagulaz
testi yapilabilir. Birincisi Stafilokoklarin besiyiee saldiklari serbest koagulazin sraldig tip
testidir. ikincisi ise kimelgtirme faktoérii olarak da bilinen pl koagulazin argiinidigr lam
deneyidir. Lam deneyi hizli sonu¢ vermekle birljkB aureussuslarinin %10-15'i bu yéntemle
negatif sonucg verebilir. Lam koagulazi negatif o&tafilokoklar icin mutlaka tlip koagulaz testi de

uygulanmalidir (Koneman ve ark 2006).

Stafilakoklar glukozu fermantatif olarak parcalarson trin olarak laktik asit ghururlar.
Ayirt edici besiyeri olan Mannitol Salt Agarda yiéks yagsunlukta tuz variinda Ureyebilen
StafilokoklardanS. aureusdigerlerinden mannitolu fermente ederek koloniler fatida sari hale
olusturmasiyla ayrilir. Fakat gér bazi Stafilokoklar (6rr5. saprophyticysda mannitolt fermente
ederek benzer koloniler afwrabilir. Mannitol Salt Agar ve der ayirt edici besiyerlerinde
dremenin belirlenmesi icin 48-72 saat inkiibasyomekje olabilir. Diger karbonhidratlardan
trehaloz, mannoz, maltoz, sukroz ve laktozu parlgalaksiloz, sellobioz, arabinoz ve rafinozu

parcalamazlar. Nitratlari nitritlere indirgerlerk§€ddaz negatiftirler (Cengiz 1999).

1.2.6.4.4. Genom Yapisl

Genom projelerinde en fazla smailan turler arasindé&taphylococcus aureugenomu
bulunmaktadir. Genomu yakik 2000-3000 kbp bir kromozom ile profajlar, plazter ve
transpozonlardan ojmaktadir. Stafilokokal DNA diilk oranda Guanin ve Sitozin (G+C)
icermektedir. G+C icegi %30-39 mol arasindadir (Tunger 2004, Peacock
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2005). Bununla berabadicrococcussoyu uyeleri %68-74 mol arasinda G+C igerirler.aureus
genomu, 2500’e yakin geni kodlgdidistnilen 2800 kbp uzungunda tek bir kromozomdan
olusup, G+C icergi yaklasik %32 moldur.S. epidermidign genomu, 2500 kbp uzungundaki bir
kromozom ve cgtli sayidaki plazmidlerdenS. epiermidisATCC12228 alti plazmid ve RP62A
swu tek plazmid icerir) olgmaktadir. Bu tirler %32’lik G+C icefine sahiptir ve 2400-2500

kodlanmg sekans icermektedir (Baba ve ark 2002).

Virulans faktérleri fajlar, plasmidler, patojenikl@aar ve Staphylococcus kaset kromozomu
tarafindan kodlanir. Artan antibiyotik direngjlibir konjuge plasmid icine konmawbir transpozon
(Tn 1546) tarafindan kodlanir. Bu transpozon degdahlara olan direnci de kodlar. MRSA (
metisilin resistans. aureusmecAgeninin kodladii modifiye bir penisillin bglayici proteini ifade
eder. Yapilan agtirmalar metisiline duyarl8. aureuddrlerinin bircgggundamecAhorizantal gen
transferi ile d@isim oldugunu gostermtir. S. aureuspopulasyonu igindeki dgsikliklerin
mutasyon, rekombinasyon ve horizantal gen trang@mbinasyonuyla oldiu distnilmektedir.
Bakterinin bu dgisimi asemptomatik kolonizasyon sirasinda veyatahldusu hastalik stirecinde

meydana gelebilmektedir (Peacock 2005).

1.2.6.5. Virulans ve Patojeniteleri

S. aureusvirulansi en yuksek olan Stafilokok turudir. Ancakeksiyon olup olmamasi
mikroorganizmanin virulansi ile konak savunma smten olusturacaklari dengeye pladir. S.
aureus tarafindan olgturulan hastaliklarin biytk kismi yizeye yapasini sglayan, immun
sistemi baskilayan ya da ele geciren ve konakcadarlz toksik etkilere yol acan bir dizi virulans
faktortyle ilgilidir. Stafilokoklarin virulansindeol oynayan faktérler hiicre duvar yapilari, kapsul,

ylzey proteinleri, toksinleri ve enzimleridir (Peak 2005).

1.2.6.5.1. Hiicre Duvarl

Diger Gram pozitif bakterilerde oldu gibi Stafilokoklarin da hiicre duvari kuru
agirhginin yaklgik %50'sini peptidoglikan tabaka aliwrmaktadir. Bu tabaka insanda Gram
negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer ak#éivigosterir. Yani makrofajlardan sitokin

salinimini uyarir, komplemanin aktivasyonuna yarag trombosit agregasyonuna
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neden olur. Ayrica monositlerddnterlokin-1 salinimini uyararak polimorfonikleekdsitlerin
infeksiyon bolgesine toplanmalarina ve sonucta apseimuna da yol agar. Sadece Gram pozitif
bakterilerde bulunan teikoik asit Stafilokoklariicne duvarinda da yer alir ve mukozalarda

bulunan 6zgul reseptérleri ile bigkrek Stafilokoklarin konga adherensini ggar (Cengiz 1999).

1.2.6.5.2. Kapstl

Bircok S. aureuskokeninde polisakkarid yapida bir mikrokapsil buhaktadir. Bu
ekzopolisakkarid bakteriyi fagositozdan korur ven&k hiicrelerine ve 6zellikle de kateterler gibi

yabanci cisimlere adherensingka (Cengiz 1999).

1.2.6.5.3. Ylzey Proteinleri

S. aureusin kolonizasyon slrecini bkatan konakgl hlcre ylzeyine tutunmasi bazi
adhesinler aracgiyla olur. S. aureusadhesinlerinin buytk bir sinifi hiicre peptidoghkarina (C
terminalinde garet sirasindaki threonin kalintisi aragylia) tutunan ortak proteinleri icerir. Bu
proteinler 6zellikle plazma veya ekstraselliler nikat(ECM) bilesenlerine yapr ve hepsi birlikte
adheziv matriks molekillerini taniyan mikrobiyal 2@y bilgenleri olarak isimlendirilir
(MSCRAMMSs). MSCRAMM ailesinin tipik yeleri Stafilokokal prein A (SpA), fibronektin
baglayici proteinler A ve B (FnbpA ve FnbpB), kollojeaslayici protein, elastin kgayici protein
ve kumelsatirici faktér (CIf) A ve B proteinleridir. Bunlar iknyasal yapilari ve hiicre duvari
yerlesimleri birbirlerine benzeyen Stafilokoksik yiizeyopginleridir. Bu proteinler Stafilokoklarin
konak dokularinda kolonize olmasinda en 6nemlidid&tdir. Bu proteinlerin prototipi olan protein
A'nin en onemli 6zelli, 1gG3 dsindaki tum 1gG ve IgA2 ile bazi IgM’lerin Fc reséperi ile
birlesebilmesidir. Bu nedenle protein A'nin antikomplert@anve antifagositer etkirgi vardir
(Sareyyupglu 2013).

1.2.6.5.4. Toksinleri

S. aureus konak hicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunukilstyen c¢ok sayida
ekstraseliler toksin uretebilir. Bunlardan bir kistoksik etkilerini enzimatik aktivite ile
gOsterirken, dierleri stiperantijen 6zellikleri nedeniyle sitokiahsimini indukler. Ayrica, bu
toksinler sayesinde Stafilokoklar §an inflamatuar yanit olan bdlgelerde bile Gremeieri
surdurebilirler (Sareyyuggbu 2013).
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1.2.6.5.4.1.Sitolitik Toksinler

Stafilokoklar sitolitik aktiviteye sahip ekzotoksém Uretir. Eritrositler ve gdtli hiicreler
Uzerinde sitolitik, deney hayvanlarinda 6lduricéknotik etkileri olan ekzotoksinlerdir. Sitolitik
toksinler plazma membraninda oligomerize olpiptliip porlarn olgturarak hicre iceginin
sizmasina ve hedef hiicrenin lizisine neden olyir.antijen yapisindaki bu toksinlere kar

organizmada notralizan antikorlar ghoaktadir. Bu toksinler dort tiptir (Sareyyiifio 2013):

Alfa toksin: Bu toksin ilk kez Kraus ve Clairmont tarafindan @90linda tanimlanngtir.
S. aureusinsan sglarinin ana hemolizinidir. Hemolitik, dermonekrqtikzozom parcalayici ve
doku kilturlerinde sitolitik etkileri vardir. Taan eritrositleri icin hemolitik aktivitesi en fada,
insan eritrositlerine fazla bir etkisi yoktuinsan makrofajlari ve trombositleri tizerine litikist
vardir, monositlere etkisizdir. Dalen, kas ve bobrek korteksi dokulari toksineskaiuyarldir, bu
dokularda tahribat yapar (Sareyygho2013).

Beta toksin: ilk kez 1935'te Glenny ve Stevens tarafindan tammigtir. Stafilokok
sfingomyelinazidir. En iyi koyun, daha az olarakan ve tasan eritrositlerini eritir. Sgukta ve

sfingomyelin Uzerine etki ederek eritrositleri grfSareyytpglu 2013).

Gama toksin: 1938'de Smith ve Price tarafindan tanimlasymMollby Wadstron
tarafindan elde ediltir. insan, tayan ve koyun eritrositleri duyarlidir, at ve skeritrositleri
direnclidir. Ozellikle Stafilokoklara ki kemik infeksiyonlarinda kanda bu toksine faantikor
dizeyinin yuksek bulunmasi, bu toksinin bu hasi@da etkili oldgunu digundirmektedir
(Sareyyupglu 2013).

Delta toksin: Bu toksini 1947'de Williams ve Harper tanimlatm. insan, tayan, koyun
ve maymun eritrositlerini eritir. Biyolojik etkirgi genk olup, eritrosit, l16kosit, makrofaj, lenfosit

ve trombositleri hasargstatan bir proteindir (Sareyyuplm 2013).

Bu sitolitik toksinlerden alfa ve delta toksin, amdarda hastallk ojturan S. Aureus
swlarinda en ¢ok bulunanlardf® aureussularinin %95'inde bunlardan biri, %82’sinde her ikis
birlikte bulunur (Sareyyupgu 2013).
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1.2.6.5.4.2. Lokosidin [Panton-Valentine LeukosidifPVL)]

Baz! alfa hemolizinler d@er hicrelere ek olarak lokositleri de eritebilibkdsidin ya da
Panton-Valentin Leukosidin (PVL) olarak adlandiriiLokosidin Ureten Stafilokok kdkenleri
Uretmeyenlere goére fagositoza daha dayaniklidirgeDihemolizinler kromozom (zerinde
kodlanmgtir ve c@u S. aureusswunda bulunur. PVL toksini ise alfa hemolizinin bir
homolgsudur, mobil bir faj tizerinde kodlanir ve transfeilebilir. Ozellikle toplum kokenli sglar
tarafindan sentezlenmekle birlikte, yapilangahlar PVL pozitifS. aureuswlarinin hastanelerde
yayilabildigini, hatta hastane kaynakli salginlara neden agili gostermektedir.S. aureus
izolatlar arasinda ortalama olarak %2-10 arasiMa pozitifligi bildirilmektedir (Morgan 2008).
PVL 0Ozellikle toplum kokenli cilt ve yumgak doku infeksiyonlari ile akut nekrotizan
pnoémonilerden izole edilers. aureussulari tarafindan salgilanan bir toksindir. PVL, ayni
zamanda hem metisilin duyarli hem de metisilin mifieStafilokok sylari tarafindan uretilebilen
onemli bir virtlans faktoradar. PVL, birbiri ile mérjik etki gosteren iki komponentli bir toksin
olup, konak I6kositlerinin membranlarinda porlaustlirarak bu hiicrelerin erimesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, PVL sentezleyeglawutarafindan olgturulan infeksiyonlar dahgiddetli
seyretmekte ve dlimle sonuclanabilmektedir. PVLsitolgenleri evcil hayvanlardan izole edilen
swlarda da bulunmygiur. PVL tasanlarda deri ici enjekte ediklnde deride nekroz ojturdusu
belirlenmistir (Morgan 2008).

1.2.6.5.4.3. Enterotoksinler

Istya direncli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen,ipeptit yapisinda maddelerdir. Ozellikle
yiuksek CQli atmosfer ortaminda karbonhidratli ve proteibBsiyerlerinde Ureyen Stafilokoklar
tarafindan olsturulurlar. Enterotoksinin A, B, C1, C2, D, E ves€klinde yedi immunolojik tipi
vardir. S. aureuskokenlerinin %35-50'sinin bu toksinleri cltwrabildikleri saptanmngtir. A ve D
besin zehirlenmelerinde, B ise hastane infeksiyomia cok kagilasilan bir toksindir. Ozellikle
burun veya nazofarenks portérlerindensalu gida elleyicilerinin kontamine dtigidalarla besin
zehirlenmesi tablolarina yol acarlar. Besin zehimelerinde tablo, Stafilokok Uregnive
enterotoksin olgmus besinlerin yenmesini izleyen 2-6 saat icinde bujd&usma ve ishal ile iar.
Semptom ve bulgular genellikle 24 saat iginde diizsfilesme tamdir. Enterotoksijenik Stafilokok
dremesine uygun ortam gluran besin maddeleri arasinda jambon, patatesmsalondurulmg

tavuk, st tozu, ya krema ve mayonez sayilabilir. Kusturucu etkileri
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mide ve barsaklardaki reseptorler argeyla Nervus vagus ve sempatik sinirler yoluyla kasm
merkezine iletilen uyari ile ojmaktadir. ishal olgturmalari barsak lumeninden su
absorbsiyonunun engellenmesi ve mukozadan barsgikgboa sivi bgalmasinin artmasi yoluyla

olur (Devriese ve ark 2009).

1.2.6.5.4.4. Eksfoliyatif Toksin (Eksfoliyatin)

Epidermolitik toksin olarak da bilinen bu toksirntalokok infeksiyonlarinin vezikiler ve
eksfoliyatif deri lezyonlarindan sorumludur. Stalibkal Subkorneal Soyulma Sendromuna (SSSS)
neden olur. Antijenik ve biyokimyasal yapilari bakndan en az iki farkl eksfoliyatin bulungiu
saptanmtir. A tipi kromozomal, B tipi plazmide Iga genlerce olgturulur. Eksfoliyatif toksinlerin

suiperantijenler kapsamina alinip alinmamasi helantealidir (Sasaki ve ark 2005).

1.2.6.5.4.5. ToksikSok Sendromu Toksini-1 (TSST-1)

TSST-1 ve Stafilokokal enterotoksinler pirojenikson stperantijenleri (PTSAgs) olarak
bilinen bir toksin grubuna aittir. Bu grubun en &aerize 6zellii T lenfositlerin proliferasyonunu
stimule etme Ozelli kazandiran sUperantijenitedir. Toksikok sendromunda yer alan
Stafilokoklarin ¢@u faj-1 grubundan 29 ve 52 tiplerindendir. Bu 6ztyiksini salgilayars.aureus
swlarinin hastane kaynakli olabileggdildiriimektedir (Devriese ve ark 2009, Sasakiar 2005).

1.2.6.5.5. Enzimleri

Stafilokoklar lipaz, hiyaluronidaz, fibrinolizin,gmisilinaz, katalaz, koagulaz ve DNaz gibi
birgok enzim Uretirler. Bu enzimlerin ana fonksiyolokal konak¢i dokularini bakteriyel Greme
icin gerekli besinlere dogturmektir. Ayrica bu enzimler 6zellikle Stafilok@kin kongu dokulara

yayilhimini kolaylgtirarak infeksiyon patogenezinde rol alirlar (Sasakark 2005).

Katalaz: Tum Stafilokok tirleri toksik hidrojen peroksidiksik olmayan oksijen ve suya
ayristiran katalaz enzimi Uretir. Bakteriler, bu enziayeasinde fagositlerin icinde toksik oksijen

radikalleri tarafindan éldurtilmeye diren¢ kazaagaki ve ark 2005).
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Koagulaz: Ekstraselluler bir proenzimdir. Coagulase-Reactaigoér (CRF) ile birlgerek
aktif duruma gecer ve plazmayi pihftlar. S. aureusicin standart belirleyici olan koagulazla,
patojen olan-olmayan Stafilokok ayrimi yapilir. i§oéaz Pozitif Stafilokoklarin Gzerinde gan
kalin fibrin tabakasinin, mikroorganizmayi fagosddagi koruyarak, patojente katki sgladig

ileri surdlmektedir (Sasaki ve ark 2005).

Lipaz: S. aureusswlarinin timd ve koagulaz negatif Stafilokoklarin gaklasik 1/3'0
lipaz enzimi UOretir. Lipaz, yd#ari hidrolize ederek vicudun lipid iceren bolgeide
Stafilokoklarin yaamasini sglamakta ve Stafilokoklarin ylzeysel dokulan invaierek fronkul

ve karbonkul gibi infeksiyonlarinin ggiimine neden olmaktadir (Sasaki ve ark 2005).

Hiyaluronidaz: Bag dokusunun aselller matriksindeki asit mukopolisakker olan

hiyaluronik asidi hidrolize eden enzimlerdir (Sasakark 2005).

Deoksiriboniikleaz: DNaz enzimleri endo ve ekzonikleaz aktivitesindiganikleik

asitleri fosfomononukleotidlere pargalayan fosfetkeazlardir (Sasaki ve ark 2005).

B- laktamazlar: Klinik kullanima girdgi donemlerde hemen tim Stafilokok k&kenleri
penisiline duyarl iken, ginimuzde oOzellikle hastd@mynakli izolatlarda bu oran %5'in altina
dusmistur. Stafilokoklarda penisilin direncine neden olamekanizma p-laktamaz Uretimidir
(Devriese ve ark 2009).

S. aureusayrica dgal ve kazanilny bagisiklik Uzerinde ciddi etkileri olan spesifik
proteinlere de sahiptir. Bu proteinlere O0rnek $t&bkal complement inhibitoér (SCIN S.
aureusun kemotaksis inhibitor proteini (CHIPS), stafilokz (SAK), ekstraselluler fibrinojen
baglayici protein (Efb), ekstrasellller adherens prot@Eap) ve formil peptid reseptér benzeri
inhibitér proteindir (FLIPr). SCIN, insan nétrofitinin bakteriyi fagosite etmelerini @ayan
bakteri yuzeyinde C3b formasyonunu bloke eden Bik@nvertaz inhibitértdur. CHIPS ve FLIPr
pozitif kemotaksis gayan nétrofil reseptérlerini bloke eder. Epa nblierin kan damarlarindan
dokulara migrasyonunu bloke eder. Efb komplemetivakyonunun hem klasik hem de alternatif
yollarini inhibe ederken SAKy-defensinlere bdanarak bakterisidal etkilerini yok eder (Sasaki ve
ark 2005).
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S. aureuwmin virulansinin genellikle multifaktoryel olgu ve farkli virulans belirleyicilerinin
kombine etkilerine bgli olarak olytugu disundlir. Toksiksok sendromu, SSSS ve Stafilokokal
gida zehirlenmeleri gibi zehirlenme olaylari ise1ayri toksiksok sendromu toksini, eksfolyatif

toksin A ve B ve farkli Stafilokokal enterotoksinkarafindan olgturulur (Sasaki ve ark 2005).

1.2.6.6. Patojenite

S. aureuwmin patojenitesi infeksiyonun farkl safhalarn swada ekstrasellller ve hicre
duvari komponentlerinin farkli siralarinda gdn koordine d@&siklikleri iceren kompleks bir
surectir (kolonizasyon, konak¢l savunmasinin eagelesi, Ureme ve hiicre bélinmesi ve
bakteriyel bulama) (Bien 2011).

Infeksiyon boyunca cevresel belirtilere cevap oldeakli virulans faktorlerinin koordine
hareketi (6rngin 6nce kolonizasyon sirasinda adhesinlerin ortakmasi, daha sonra infeksiyon
sirasinda toksinlerin uretilmesi doku yayiliminildgdastirir) global diizenleyicilerin vagina
isaret eder. Bu dizenleyiciler bakteriye konak¢cimtamina uyum gdama yetengi kazandiran
faktorler Ureterek, y@amini surdirmesine ve daha sonra uygun zamandesiyde olygturmasina
yardimci olur. Virulans faktorlerinin ortaya cikmiada en biyik etken olan ortargatetleri
arasinda besin mevcudiyetindeki gdgklikler, sicaklik, pH, ozmolarite ve oksijen streger
almaktadir. S. aureusvirulans determinantlarinin Uretimi; yardimci geltizenleyici &gr),
Stafilokokal yardimci diizenleyicisérA), sae sigB, arl ve bazisarA homologlari gibi birkag
duzenleyici bolge tarafindan kontrol edilir. Bu @dieyicilerS. aureusvirulans genlerinin ortaya
cikmasinda ©nemli bir ilaiim roll oynar. Virulans gen duzenleyicileri uygunrtaamin
olustugundan emin olundiunda direkt olarak promotérlere glanarak ya da g@er dizenleyiciler

aracllglyla hedef genlerin ortaya ¢cikmasingisat (Bien 2011).

1.2.6.7. Epidemiyoloji

Stafilokoklar dgada yaygin olarak bulunmakta ve fizyolojik olmaygavre kgullarina
uzun slre dayanabilmektedir. Firsat¢l patojen karaksahip olan bu etkenler, hayvanin stres
altinda kalmasi ve her turli yaralanma sonucundaeaklmaktadir (Bilgehan 2002, Bond ve ark
2012).
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1.2.6.8. Stafilokoklarin Neden Oldgu Infeksiyonlar

Stafilokoklar insanlar ve @er hayvanlarda toksin Uretmek veygdl etmek yoluyla gegi
bir ¢ssitlilikte hastaliklara yol acabilirler. Stafilokotoksinleri gida zehirlenmesi durumlarinda ana
etkendir. Bakteri uygun olmayaartlarda saklanan yiyeceklerde Urekiffie streci onlar dldirse
de, enterotoksinler i1siya dayanikhdir ve dakikedakaynamaya bile dayanabilirler. Stafilokoklar
daha c¢ok su icefi az olan peynir, salam ve sucuk gibi gidalardalére Patojenik tirlerinden
birisi yaralarda infeksiyona yol acabile8. aureudur. Bu tirden olan metisiline direncli
Staphylococcus aureuMRSA) hastaneden kazanilan infeksiyonlarda arkeretolmutur S.
aureusayrica ToksikSok Sendromundan da sorumlu olabilir. HerhangiSimureusnfeksiyonu
Stafilokokal Hglanmg Cilt Sendromuna yol acabilir. Ayrica piyemi diyelandirilan bir ¢gt
septisemiye de yol acabilir. Hayvanlarda Stafildko#tan ileri gelen bgica infeksiyonlar;
dermatitis, mastitis, botriyomikozis, enzootik piye artritis, g6z infeksiyonlari ve gida
zehirlenmeleridir. Cgtli infeksiyonlardan (solunum sistemi infeksiyonla endokarditis,
tromboflebitis, besin zehirlenmesi, septik artritistitis, osteomyelitis, meningitis, sepsis,
bakteriyemi) ve bircok vicut bélgesindeki bakteriyangilardan da siklikla izole edilmektedirler
(Quinn ve ark 2011).
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Cizelge 1.3Koagulaz Pozitif Stafilokd&r ve klinik dnemleri (Quinn ve ark 2011)

HASTALIKLAR/ IZOLE EDILEN

i YERLER
TURLER KONAKLAR
S. aureus Sigir Mastitis, impetigo
Koyun Mastitis, dermatitis, kene piyemisi,
beningn folikilitis
Keci Mastitis, dermatitis
Domuz Meme bezlerinde botriyomikozis
Meme bezlerinde impetigo
At Mastitis
Kedi, Kdpek Piyoderma, endometritis, sistitis,

otitis eksterna ve ger irinli
durumlar

Kiimes hayvanlari

Artitis ve septisemi, bumblefoot,
omfalitis

S. pseudintermedius Kdpek Piyoderma, endometritis, sistitis,
otitis eksterna ve der irinli
durumlar

Kedi Cssitli piyojenik durumlar
At Nadiren
Inek Nadiren
S. hyicus Domuz Eksudatif epidermitis, artritis
Sigir Mastitis
S. intermedius At Burun
Giivercin Ust solunum yollari
Kopek, Kedi Piyoderma, otitis eksterna, sistitis
S. aureus subsp. anaerobius Koyun Lenfadenitis
S. delphini Yunus Irinli deri lezyonlari
At Burun
Glvercin Ust solunum yollari
S. lutrae Samur Patojenik 6nemi belirsiz
S. schleiferi subsp. coagulans Kdpek Otitis eksterna
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1.2.6.9. Otitis Eksterna Vakalarina Neden Olan Stabkok Ttrleri

1.2.6.9.1S. aureus

S. aureuskopeklerde otitis eksterna vakalarinda sik raattamikroorganizmalar arasinda
yer almaktadir. Flora etkeni olmalarindan dolayujak yolundaki yangisal desikliklerde de
firsat¢l olarak sekonder infeksiyonlara yol acmdktaS. aureusvirulansi en yuksek olan
Stafilokok tirlerindendir. Bu 6zelliklerinden dolayda insanlar ve hayvanlarda 6nemli
infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Leonard ve 2006, Briscoe ve ark 2008). Keskin ve ark
(1999) 81 otitisli kopekten izole ettikleri darda en fazleS. aureussisunu gozlemlensi ve bu
oranin %46,9 oldgunu belirtmglerdir. Benzer bir cagmada ise Kihyang ve ark (1999) 26 kgpe
iliskin izolatin S. aureugirine ait oldgunu rapor etmgierdir. Lilenbaum ve ark (2000) 65 otitis
eksternali kopekten izole ettikleri garda, S. aureustiriiniin en fazla oldiw kaydedimgtir.
Mhatre ve ark (2005) yapgolduklari bir dger ¢alsmada ise 27 otitisli kogge ait izolatlardan 23

tanesininS. aureugurdne ait oldgunu bildirmglerdir.

1.2.6.9.2S. schleiferi subsp. schleifexie S. schleiferi subsp. coagulans

Koagulaz negatif Stafilokoklarin sik sik tlr sewywle tanimlanamamasindan dolayi;
koagulaz negatifS. schleiferi subsp. schleifedtkenine ait vakalari ve prevalansi az sayida
calsmada yer almaktadir. Onceleri bazi insan ve hagvdal nadir olaraks. schleiferi subsp.
coagulans etkeni, S. aureusve S.intermediusetkenleriyle fenotipik benzerliklerinden dolayi
identifiye edilmitir (Leung ve ark 1999). Yapilan g#i calismalarda; S. schleiferi subsp.
schleiferi kbpekte siperfisial piyodermad8, schleiferi subsp. coagulaise 21 otitis eksternall
kopese ait sglardanS. intermediugan sonra sik izole edilen ikinci etken ofglurapor edilmitir
(Yamashita ve ark 2005).

1.2.6.9.3S. intermedius

S. intermedius¢ozunlukla hem sgikli hem de lezyonlu kopeklerden izole edilen bir
mikroorganizmadir. S@ukli kdpeklerin mukoz membranlarinda kommensalraitabulunduklar
icin agiz, kulak, burun, farenks ve anislerinden izoldeddlirler. S. intermediusS. intermedius
grup (SIG) icinde yer almaktadir. Ayrica intermediuggrup (SIG)S. pseudintermediuge S.
delphinitirlerini de kapsamaktadir. FenotilarakS. pseudintermediu@ S. delphinitirlerinden

arjinin dihidrolaz reaksiyonlarS /ntermedius
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negatif), aerobik kgullarda b-gentobiozdan asit Uretin®.(intermediugozitif) ve anaerobik D-
mannitol dretimi §. intermediugozitif) ile ayrilmaktadirS. pseudintermediuge S. delphiniise
fenotipik testlerle ayrimi oldukca zordur, molekiithizeyde ayrimi yapilabilmektedir (Petrov ve
ark 2013).

Cizelge 1.4Kopek ve kedilerden izole ediléfoagulaz Pozitif Stafilokokirlerinin fenotipik
identifikasyonu (Petrov ve ark 2013)

TEST S.aureus S.pseudintermedius S.intermedius S.delphini S.schleiferi
ssp.coagulans
Hemolitik + + + + +
Aktivite
Clumping + Degisken Daisken -
Faktor
Tip + + + + +
Koagilaz
VP + Zayif - - +
DNaz 1 + 1 Zayif 1
Trehaloz + + +
Laktoz + Degisken + +
Mannitol + - - + Desisken

1.2.6.9.4S. pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermediilis olarak 2005 yilinda kopeklerde pyoderma, stiti
eksterna, driner sistem infeksiyonlari ve firsadeksiyonlara yol acanS. intermediugan farkh
bir Koagulaz Pozitif Stafilokokirt olarak tanimlanmguir. S. pseudintermediukolonizasyonu
kopeklerde yaygindir, §akli kopeklerde %68'e kadar rapor ediktir (Rubin ve Trejo 2011)S.
pseudintermediugodpeklerin deri ve mukoz membranlarinda kommemdatak bulunmakta ve
kopeklerde piyoderma, endometritis, sistitis, stiteksterna gibi @éli infeksiyonlara yol
acmaktadir (Fitzgerald 2009).

S. pseudintermedius koloni  morfolojisi ve standart fenotipik testler lei
tanimlanabilmektedir. Koloniler koyun kanl agard#aparik, pigmentsiz, kigik tekhemoliz ya
da tam bir hemoliz olturarak Uremektedir (Fitzgerald 2009). Biyokimyasalarak S.
pseudintermedius, S. auréas pigment ve kumeftirici faktor aktivitesi yoklgu, zayif ve gecg
mannitol fermentasyonu, pyrolidonyl arylamidase WR:galaktosidaz pozitif olmasi ile

ayriimaktadir.
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Fenotipik profilleri S. intermediusve S. delphinitirleriyle benzerlik gostermektedis.
pseudintermediyskoagilaz, b-galaktosidaz, polimiksin B direnci, mannitol asiti ve asetoin
uretimi gibi fenotipik testler ile ger Stafilokok turlerinden ayrilmaktadir (Guardabass ark
2004). AncakS. delphiniile fenotipik ayrimi oldukg¢a zordur (Jones ve 2007). Bu nedenl&.
pseudintermediys ¢ssitli ticari test kitleri ve PCR yoOntemleriyle dahdogru bir sekilde
belirlenmektedir.S. aureus, S. intermedjuS. schleiferi subsp. coagularss. hyicusS. lutrag S.
delphini ve S. pseudintermediusakterilerinden bgka koagulaz pozitif alti Stafilokok tirt daha
vardir (Oliveira ve ark 2008).

S. hyicusve S. lutraedisindaki dger dort tiriin 16S rRNA gen sekans bengefbh99
birbirleriyle aynidir (Murray ve ark 2007, Petrog ark 2013)S. delphiniilk olarak 1988 yilinda
yunus baliklarindanS. pseudintermediuda 2005 yilinda kedi, kdpek, at ve pgmadan izole
edilen tarlerdir (Oliveira ve ark 2008). Bu iki kaki, izolasyonlarinin ardinda®. intermediudle
ili skilendirilmistir. Bazi aratirmacilar farkli kaynaklardan izole ettikle®i. intermediusuwlarinin
genotipik ve fenotipik olarak birbirinden ayri okdarini bildirmislerdir. Bu da heterojen biyotipli
S. intermediusswlarinin S. delphinive S. pseudintermediugiirlerini igerebilecgini kanitlar
niteliktedir (Bannoehr ve ark 2009). Sasaki ve &RO05) tarafindan yapilan bir gahadasS.
intermedius S. pseudintermediuge S. delphiniparcalisodAve hsp60gen sekans baz alinarak
filogenetik molekiler analizlerle ayrilgtir. S. intermediusve S. delphiniile biyokimyasal
benzerliklerinden dolayr ancak molekiler testleslgimi yapilabilmektedir (Bannoehr ve ark
2009).
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Cizelge 1.5S. pseudintermediwsdiger Stafilokoklardan ayiran ozellikleri (Devrieseark 2009)

S. pseudintermedius S. aureus S. intermedius S. hyicus S. schleiferi S. delphini
Katalaz + + + + + +
Pigment - +
Koagilaz + + + D- B +
Clumping faktér - + D - +
DNAaz + + + + +
B-Hemolizin + D + - + ND
Asetoin + + w - +
Pyrolidinyl arylamidaz + - + - + ND
Maltoz + + - W - - +
Sakkaroz + + + + N T
D-Trehaloz + + + D+ D
D-Ksiloz
Akriflavin (8pg/ml) S R S S S S
Polimiksin E (10 pg) R R S R S S
+: Pozitif
- Negatif
D: Ture bgli

D+: Genellikle pozitif
D-: Genellikle negatif
ND:Hakkinda bilgiler net dgl
W: Zayif
R: Direncli
S: Duyarli
S. pseudintermediuStafilokoklar icinde en virulent ve patojen tianlS. aureusin tipik

karakteristik 6zelliklerini gostermektedir (Rusches ark 2008).S. pseudintermediukoagulaz,
proteaz, termonukleaz gibi enzimler, hemolizinlexksfoliyatif toksin ve enterotoksinleri
Uretmektedir (Zubeir ve ark 2007). Ayrica Luk-I i@l bilinen I6kotoksin de Uretmektedir. Luk-I
S. aureugarafindan dretilen PVL ile oldukca benzerdir (&ladbassi ve ark 2004).

S. pseudintermediubakterisinin vertikal, horizontal ve turler arageck yapabilecgi
bilinmektedir. Vertikal gegi; S. pseudintermedius disi kopeklerden yeni dgan yavrulara
kolonize olmasiyla gerceldmektedir. Bu nedenle s6z konusu bakteri, yerfatdarda dgumdan
bir glin sonra deri ve mukoz membranlarindan izdieekilmektedir. Yetikin kopekler arasinda
horizontal gegie iliskin cok az literatlr yer almaktadir. Yapilan g¢alalarda infekte kdpeklerin,
sglikll olanlara s6z konusu organizmay! bailediklari goézlenmektedir. TUrler arasi gegse
enfekte kopekler ile sahiplerinin temaslari sonetmaktadir.S. pseudintermediuson yillarda

metisiline olan direnci, vertikal ve turler arascgleriyle dnemli Stafilokok ttrleri arasinda yer
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almaktadir. Bu nedenle ginimizde en ¢oksgah Stafilokok turlerindendir (Udegbunam ve ark
2014).

1.3.insanlarda S. pseudintermediusin Zoonotik Onemi

Stafilokoklar, yarisi insanlara 0zgl olmak Uzere t88 ve 17 alttire bolunmektedir.
Fenotipik olarak S. intermedius olarak identifiye edilen izolatlarS. intermedius, S.
pseudintermediuse S. delphiniolarak t¢ farkl tard icerir vé&S. intermediugrup (SIG) olarak
adlandirilirlar.S. pseudintermediuson zamanlarda hayvanlara 6zgu yeni bir koagulaziptir
olarak tanimlanmgtir. S. intermediutan ziyadeS. pseudintermedidsgsatci turdur ve siklikla kedi
ve kopeklerde kolonize olarak infeksiyonlara selodyr. Bununla birlikteS. pseudintermedius
infekte veya kolonize petlerden insanlara gecelitmere artan bir halk ghgl problemi haline

gelmektedir (Hoovals ve ark 2006).

Insanda rastlana®. pseudintermedius ait ilk klinik rapor 2005 yilinda Belgika'da
bildirilmistir. 60 yainda bir erkek hastaya Haziran 2004'te implantedioaerter-defibrilator
(ICD) takilmig Agustos 2005 yilinda hasta, ICD aletinin yerindenamigh sikayetiyle hastaneye
basvurmustur. Klinik muayenede ICD cebinde perforasyon vieksiyon oldgu tesbit edilmytir.
Infekte ICD cerrahi mudahale ile cikarirwe kiiltiire gonderilngtir. Kiltir ve biyokimyasal
testler sonucu etkenin bir Stafilokok tirt gtdutesbit edilmytir. Ardindan Real Time Multiplex
PCR (RT-PCRs) ve son olarak 16S rRNA gen dizisliaingapilarakS. pseudintermediugdugu
tesbit edilmgtir. Hastanin herhangi bir pet besleyip beslegedilinmedigi icin infeksiyonun

kaynaal bilinmemektedir (Hoovals ve ark 2006).

S. pseudintermediugaman zaman insanlarda 6zellikle de petlerle yakgkisi olan
veteriner hekimler ve pet sahiplerinde w@lo ciddi infeksiyonlardan izole edilmektedir. Son
zamanlarda tim dinyada metisilin direrglipseudintermediy81RSP) ortaya ¢ikmive 6zellikle

Avrupa’da insanlardaki vaka raporlarindaggibzlenmstir (Hoovals ve ark 2006).

1.4. Stafilokoklarda Metisilin, Mupirosin ve Vankomisin Direnclili gi

Bakteriler ve dier patojen mikroorganizmalarla ean infeksiyonlarin 6nlenmesi ve

tedavisinde kullanilan etkili ajanlaringgtemodern tibbin en 6nemli getnelerinden
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biri olmakla birlikte, antienfektif potansiyele tgp maddeler aslinda binlerce vyildir
kullanilagelmgtir. Gunimuizden 2500 yil 6nce Cinliler kifleymsoya fasulyesinin gli cilt
infeksiyonlarindaki tedavi edici etkisini biliyoridi. Cok eski tarihlerden beri dinyaninggk
yerlerindeki pek cok uygarliklar kurmwlan insanlar bitkilerden yapilgilaclarla yizeyel ve
sistemik infeksiyonlar tedavi etmeye gafislardir. Arsenik ve bizmut gibigar metaller 1900’10
yillarda sifiliz dahil bazi infeksiyonlarin tedainsle kullaniimgtir. Modern kemoterapi ga 1936
yilinda sdlfonamidlerin kdi ve Kklinik kullanima girmesiyle bdadi. Penisilinin klinikte
kullaniimaya bgandgl 1944 yilina kadar dgsik stlfonamid preparatlari antibakteriyel tedavinin
seckin ilaclari olmgtur. 1940l yillarda penisilinin tedavide kullamhya bglanmasiyla birlikte,
Stafilokokal infeksiyonlara ki mortalite orani hizla azalma gostegtii Ancak kisa bir sire
sonra,S. aureussularl penisilinaz enzimi tretmeye ghayarak penisiline direnc getirmis ve bu
direncli sylar hizla yayilmgtir. Direng ilk kez 1944'te tanimlangtir. 1950'lerin sonlarinda
swslarin yaklgik %50'si penisiline direncli hale gelgtir. Ayni tarihlerde tetrasiklin, kloramfenikol

ve eritromisine kaw ¢oklu direng gostere®. aureususlari bildiriimistir (Stegmann ve ark 2010).

Metisilin (2,6-dimetoksifenilpenisilin), Stafilokak B-laktamaz enziminin hidrolizine
direncli penisilin grubu antibiyotikler icerisindék elde edilen ve ilk klinik kullanima girendir..B
grupta bulunan antibiyotikler, penisilinaza direngénisilinler veya antistafilokokal penisilinler
olarak adlandiriimaktadiiki yil sonra, 1961 yilinda, ilk metisiline direncl. aureusMRSA)
izolatlari ingiltere’den bildirilmi ve sonradan 1960'I yillarda Avrupa’da ve 197Qjilarda
ABD’de bir problem haline gelngiir (Hoovals ve ark 2006). Antibiyotiklere ¢oklurdh¢ gosteren
MRSA sulari 1980'lerin sonlarinda ve 1990’ yillarda tidiinyaya yayilngtir (Stegmann ve ark
2010). ABD'de MRSA izolatlarinin orani 1975'te %ZXen, 1996'da %35’e yukselstir.
Japonya’da 1992-1993 yillarindasitie cografik bolgelerdeki hastalardan izole edilen yalda
7000 syun analizi, S. aureusizolatlarinin %60'Inin metisiline direncli oldunu goésternsiir.
MRSA halen tim dinyada g#i bulyUklikteki hastanelerde en sik rastlanan akamiyal

patojenler arasindadir (Paul ve ark 2011).

1956 yilinda Endonezya ve Hindistan topraklarindalman &rneklerden dretilen
Streptomyces orientaligiltiirlerinde antibiyotik 6zellikleri gdsteren yehir madde saptangive

vankomisin olarak adlandirilgtir. Vankomisin Gram pozitif bakterilere,
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Ozellikle direncliS. aureusa kagl gucli aktivitesi ile dikkat cekrgiiir. Kimyasal yapi bakimindan
diger antibiyotiklerden farkli olup, glikopeptid yamdadir. Vankomisin ilk olarak 1956’da klinik
kullanima girmesine famen, ilk yillarda kullanilan preparatlarin saf ohmesi ve yan etkilerinin
sikligi nedeniyle metisilin kullanima girdikten sonra dmei yitirmis, son vyillarda metisiline
direncli Staphylococcus aureus ortaya ¢ikgiyla birlikte yeniden dnem kazangtir. Koagulaz
negatif Stafilokoklarin klinik izolatlarinda vankasim direnci 1987°de bildirilmitir. 1990 yilinda
S aureus infeksiyonlarinin teikoplanin ile tedavisi sonrageikoplanine direncli izolatlarin
seleksiyonuna kg Klinik basarisizliklar bildirilmitir. 1997 yilinda Japonya, ABD, Fransa, Hong
Kong ve Kore'de vankomisine azakrduyarlilik gdsteren MRSA izolatlarinin ortaya ¢een cok
endge vericidir. Bu ssglar diger antimikrobiyal ajanlarin da gona direncli olup vankomisin
tedavisine cevap vermeyen hastalardan izole editmHaziran 2002'de ise Amerika Biglik
Devletleri'nin Michigan eyaletinden, 40 yiada diyalize giren bir erkek hastanin kateter geumn
ilk vankomisine direncliStaphylococcus aureu®RSA) suunun izole edilmesi, gelecekte bu
direncli bakterilerle olgan infeksiyonlarin énemli bir problem haline geleb&ini gdstermesi
acisindan 6nemlidir. Bugiine kadar, tim dinyada VRS#eksiyonunun gordlgii 11 olgu
mevcuttur. Bunlardan 9'u ABD'den (Michigan 7, Peyinania 1, New York 1 olgu), 2’si iskran
ve Hindistan'dan bildirilmtir. Bu olgularin hepsinde PCR e@nAgeni gosterilmitir. VRSA'larda
gorulen direngyvanA geni varlgina bahdir. Bu genin vankomisine direngli enterokoklamda.

aureuslara aktarildgl disinulmektedir (Paul ve ark 2011).

Intersitisyel nefrite yol agmasi nedeniyle, metisijinimiizde klinik olarak kullanimda
degildir. Sadece laboratuvarlarda Stafilokoklardaki tebelaktam direncinin saptanmasinda
kullaniimaktadir (Paul ve ark 2011).

Metisilin direngli Stafilokoklar, metisilin duyarlStafilokoklardan farkl olarak
med genine sahiptirler. Bu gen bir penisilingia@yan protein (PBP2a) sentezlenmesinden
sorumludur. PBP2a’nin beta laktam antibiyotiklefiaitesi disuktir. Bu nedenle metisilin
direncli bir Stafilokok beta laktam antibiyotiklerlkagilastiginda, PBP2a diik afinite
nedeni ile beta laktam antibiygtibaglayamaz, hiicre duvar sentez fonksiyonunu surdurar.
MRSA sulart morbidite ve mortalitesi yuksek infeksiyonlasgol acgmalari ve bu
infeksiyonlarda tedavi seceneklerinin de sinirmas$i nedenleri ile 6nemlidirler (Paul ve
ark 2011).
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Staphylococcal Cassette Choromosome (SCC) olarédnddlan hareketli bir
genetik element tarafindanstaan metisilin direnci belirleyicismecAgeni S. aureus
benzersekilde S. pseudintermedilta da bulunur. Metisilin direncli StafilokoklarMRS)
tesbit etmek icin oxacillin kullanilir ve oxacillidirencli ttrler metisilin direncli olarak
kabul edilir. Bunun yaninda oxacillin veya metisdi direncli olanlarin amoksisilin-
klavulonik asit ve sefalosporinler gibigdir B-laktam antimikrobiyallere de direncli okglu
disintlmelidir. Klinik Laboratuvar Standartlari En&sti (CLSI) laboratuvarlardan
antibiyotik duyarhlik testi ne olursa olsun butdiger B-laktam grubu antimikrobiyallere
direncli mecApozitif MRS’leri rapor etmelerini istergtir. 2008 yilinda CLSI MRSP’nin
invitro antimikrobiyal direnclilgini belirten yeni bir dokiiman yayinlagtir. Bu rehbere
gore MRSP izolatlarinda oxacillin icin yeni krit8r aureus benzerekilde; agar ve broth
dilisyon i¢cin>4 mg/L ve disk diffizyon testi icirkd0 mm’dir. Akay ve ark (1984)'nin
calismasina gore kopeklerin deri infeksiyonlarindan eddden izolatlar fenotipik olarak
identifiye edildginde 41 Stafilokokal izolattan 35'i (%85,48). intermedius4’t (%9,8)S.
aureusve 2'si (%4,8) farkl turler §. chromogenese S. capiti§ olarak bulunmsgtur.
PCR-RFLP sonuclarina gore; daha 6nce fenotipika&l&:. intermediuolarak identifiye
edilen 35 izolatin 33'0 (%94,25. pseudintermediuslarak identifiye edilmitir. S.
pseudintermediuiolatlarinda choromogenic chrom ID MRSA agardailmasyon sonrasi
metisilin direnci 11/33 (%33,3) olarak bulungtwr. Disk diffizyon metoduna gors.
pseudintermediugh oxacillin direnci 11/33 (%33,3) olarak bulungtur. S.
pseudintermediuszolatlarindamecAgeni de 11/33 (%33,3) bulungtur (Akay ve ark
1984).

Hayvanlarda ilk MRSA izolati 1972 yilinda mastitisigirlardan izole edilirken,
bunu 1988 yilinda kedi ve 1989 yilinda kdpek idalatizlemitir. Daha sonra dinyanin
pek cok yerinde izolat sayisinin artmasi ile MRS#eksiyonlarinin hayvanlarda da
problem olmaya bdadigi gorulmtir (Kaynarca ve Turkyllmaz 2010).

16S rRNA gen sekansi 1980’li yillardan beri bakéem siniflandiriimasinda ve
genotipik analizleri icin bgeri hekimlikte kullaniimaktadir. Artik sekansa dayaolekiler
identifikasyon veteriner klinikk sahada kdasilan bakterilerin tanilanmasinda da
kullanilmaya bglanmstir. Metisilin direncli sglarin dgru bir sekilde belirlenmesi igin

kullanilan pek ¢ok yontem bulunmaktadir (Kaynareanirkyilmaz 2010).
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Metisiline direncli Stafilokok sglari, 1960’ tan bu yana, tim dinyada giderek artan
oranda hastane infeksiyonu etkeni haline ggerdir. Metisilin direncli Stafilokoklarin
yanlis olarak duyarli saptanmasi tedavisdasizliklarina neden olur. Benzegekilde
metisiline duyarl Stafilokoklarin da direncli tamanmasi gereksiz yere glikopeptid
antibiyotiklerin kullanilmasina yol acmaktadir. Sgmlarda vankomisin intermediate
S.aureug(VISA) suslarinin ve vankomisin resistaftaureus(VRSA) sularinin da rapor
edilmeye bganmasi, bu konunun 6nemini giderek artirmaktadi®A terimi vankomisin
icin minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) geri 8 ugr/ml olan sglar icin, VRSA
terimi MIC dezerleri 32 ugr/mlI’nin Gzerinde tespit edilen gar icin kullaniimaktadir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Stafiloko&lin metisilin direncini saptamak igin
disk diffizyon, ttp dilisyon veya mikrodilisyon,amgtarama, agar dilisyon, otomatize
duyarlihk testleri, DNA hibridizasyon teknikleri ev polimeraz zincir reaksiyonu
kullaniimaktadir (Hasbek ve ark 2002).

MRSA’lara hala etkili birka¢c antibakteriyel ajanddnmirisi de mupirosindir. Mupirosin,
Pseudomonafluorescendarafindan uretilen d@l bir antibakteriyel ajandir. 1985 yilinda klinik
kullanima girmesinden iki yiIl sonra ilk direnclignl bildirilmistir. Mupirosin, izol6zil-tRNA
sentetaz inhibisyonu yoluyla bakteriyel proteintegimi onleyerek etki gostermektedir. Oral ve
parenteral uygulanginda iyi absorbe olmakla birlikte metabolik yikimmrhizli olmasi nedeniyle
topikal kullanimi tercih edilmektedir. Mupirosin d@likle S.aureusburun taiyiciliginin ve deri
kolonizasyonunun eradikasyonu icin kullanilan, iirolarak bilinen en etkili antibiyotiktir.
Ozellikle postoperatif MRSA infeksiyonlarinin énlaasi amaciyla cerrahi 6ncesi nazal mupirosin
uygulamalarinin profilaktik olarak faydall olgunu ortaya koyan cahnalar olmakla birlikte,
mupirosinin yaygin kullanimi  sonucunda direncte isarizlendigini bildiren yayinlar da
bulunmaktadir (Ygit ve ark 2008).

1.5.S. pseudintermediusin Molekiler Tanisi
1.5.1. Multiplex PCR

Multipleks PCR, birden fazla primer cifti kullankk tek reaksiyonda birgok hedef
bolgenin ayni anda galtiimasi glemidir. Klasik veya Real-Time PCR’In modifikasygma iki
veya daha fazla farkh PCR amplifikasyonunun ayeaksiyonda gerceld@riimesine dayanir.

Klasik PCR ile ayni basamaklarda gercekleakat her bir
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reaksiyonda c¢oklu primer setleri kullanilir. Mulgg PCR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef
bolge amplifikasyonu gercekirildi ginden kullangh bir inceleme yontemidir. Fakat 6nemli
derecede optimizasyon gerektirir. gk hedeflerin ayni reaksiyogartlarinda amplifikasyonunu
sgglamak icin kullanilacak primerlerin dikkatli seciési, annealing isilarinin birbirine uygun
olmasi, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri igibazi 6nemli sartlarin gercekigiriimesi
gereklidir. Farkli primer ciftlerinin en iyi konsemsyonlarinin sec¢imi ve non spesifik

amplifikasyonlarin énlenmesi bircok deneme geraktBolyman ve ark 2013).

1.5.2. Multilokus Dizi Tipleme (Multilocus Sequencelyping, MLST)

MLST, molekdler biyolojide kullanimi giderek artae mikroorganizmaya ait birden ¢ok
lokusun tiplendiriimesinde kullanilan bir tekniktiyontem ilk olarak 1990 yilinda Prof. Dr. Brian
Spratt, Martin Maiden, Dominique Caugant, lan Feswvee Mark Achtman tarafindan
geligtirilmistir. MLST, temel metabolik fonksiyonu kodlan “house-keeping” genlerdeki
degisikli gin DNA dizi analizi ile gdsteriimesidir. Yedi “hoegeeping” genin yakkak 450-500 baz
ciftlik fragmentlerinin dizi analizi ¢ikarilmaktadiOrnesin S. aureuscin bu genler ve kodlag
proteinler;arcC, karbamat kinazaroE, shikimate dehydrogenaggp, gliserol kinazgmk guanilat
kinaz; pta, fosfat asetiltransferazpi, triosephosphate isomerase yagiL, asetil koenzim A
asetiltransferaz’dir (Maiden ve ark 1998). Hedefagait her bir lokus icin, her farkli dizilim fankl
bir allel numarasi ile gosteriimekte ve bodylecesaswait bir allelik profil tanimlanmaktadir.
Tanimlanan allelik profiller, dizi tipi (sequencgpe=ST) olarak ifade edilmektedir. Belirlenen
allelik profiller, MLST veri bankasindaki bilinenllellerle kiyaslanarak, tespit edilen allel
profilinin diger Ulkelerdeki yayginlik derecesi hakkinda bilginedek mumkin olabilmektedir.
Elektronik ortamda saklanabilir verilerin gturulabilmesi MLST’nin en dnemli avantajlarindan
birisidir. Bu sayede yeni izolatlar daha 6ncek#eKolay bir sekilde kagilastirilabilmekte ve

verilerin daha kolay paytami mimkuin olabilmektedir (Maiden ve ark 1998).

Bir MLST calismasi icin oncelikle kiltir veya numunenin hazirlasmgerekmektedir.
Sonra sirasi ile DNA izolasyonu, MLST genlerinin P@e amplifikasyonu, PCR drdnlerinin
saflggtirilmasi, dizi analizi ve sonuglarin bilgisayataoninda sorgulanmasi gerekmektedir. MLST

¢ok fazla avantaja sahip olmasingmen
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¢esitli zorluklara da sahiptir. Bu zorluklarin gada 7 allel Gzerinde ¢ok glik hata oranina sahip
dizi analizi yapma zorunlufiu gelmektedir. Cgu laboratuvar icin bunlari geyabilmek oldukca
pahali ve zaman alan bir surectir. Dizi analiz ziaa siklikla otomatize sistemlerdir ve bu sebeple
pahalidirlar (Maiden ve ark 1998).

1.5.3. PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphizm (PCR-RFLP)

Bannoehr ve ark (2009), PCR-restriction fragmenhghte polymorphizm ile S.
pseudintermeditsn identifikasyonunu ilk kez rapor etgherdir. Bu metod, S.
pseudintermediugn, Staphylococcus intermediugruptaki benzer (yelerden ve insan ve
hayvanlarda hastalik aiturabilen dger énemli Stafilokoklardan ayrimina olanalkglsanaktadir.
Sasaki ve ark (2009. intermediusu diger SIG tlrlerinden biyokimyasal olarak ayirt ededtil
fakat S. pseudintermedius S. delphiniden ayirt etmeye yarayacak fenotipik belirleyidile
bulamamgtir ve bu yluzden DNA gen dizilimine gerek duyuktur. S. pseudintermedius
izolatlarinin klinik olarak ayrimi i¢in yeni bir rted ihtiyaci dgdugundan Bannoehr ve ark (2009),
farli Ulkelerdeki laboratuvarlarca onaylagnhizli, basit ve gtcli bir PCR-restriction fragment
lenght polymorphism (RFLP) metodu gdilimistir. Daha dnceki SIG izolatlarinda yapilan genetik

calismalar 104 izolat icinde 5 gen lokusundaki diziliamkini aratirmiglardir.

Yapilan son ¢cagmalarda fosfoasetiltransferaz enzimini kodlayas geninin fragmentinin
dizilim analizlerinde timS. pseudintermediuiolatlarindaMbol fragmentinin bulundgu, S.
intermediusve S. delphiniizolatlarinda ise bulunmagligdzlenmgtir. Buna dayali olarak basit ve
ekonomik bir PCR-RFLP testi dizayn ediktii (Bannoehr ve ark 2009).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Izmirin Selguk ilcesinden farkh ya irk ve cinsiyetteki kopeklerin kulak
muayeneleri yapilarak gbkli ve otitis eksterna oldiu disintlen 100 kdpekten kulak
swabl alindi. Alinan o6rnekler Adnan Menderes Ursitesi Veteriner Fakiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Tehis Laboratuvarina gok zincirde getirildi. Svap
ornekleri ekim yapilincaya kadar +4°C’de buzdolalasaklannstir.

2.2. Stafilokok SUpheli Bakterilerin Belirlenmesi

Laboratuvara getirilen 6rnekler %5 koyun kanl agakim yapilarak 37°C'de 24 saat
inkubasyona birakildiinkiibasyon sonunda treyen bakterilerinstaltduklari kolonilerin yapilari

ve hemoliz 6zellikleri de incelenerek Stafilokgkpheli kolonilerden gram boyama yapildi.

Gram pozitif, kok sekilli koloniler tekrar %5 koyun kanli agara ekilimkiibasyona
birakilarak saflgtirma yapildi. Saflgtiriimis bakterilere katalaz testi yapildBu test icin
besiyerinde Ureyen kolonilerden steril 6ze ile i@litemiz bir lam Uzerine aktarildiktan sonra
Uzerine 1-2 damla %3'luk D, damlatildi. Katalaz enzimi olgturan bakteriler KD,'i su ve
oksijene ayutirdigi icin ortamdaki oksijertikisi kabarcik olgumu ile belirlendi. Bu nedenle test
sonucu kabarciklar meydana ggldde katalaz pozitif, kabarciklar ojmadginda ise katalaz
negatif olarak dgerlendirildi. Streptococcus spgkatalaz negatifMicrococcaceadamilyasindaki

Micrococcus sppve Staphylococcus spise katalaz pozitiftir (Murray, 2007).

Katalaz testi pozitif olan bakterilere koagulaztitesygulandi. Temiz bir lam Gzerine bir
damla tayan plazmasi damlatildiktan sonra besiyerindeki kitdoden steril 6ze ile alinip ezildi.
Kimeleme ve pihti olgumu pozitif olarak dgerlendirildi. Toplanan materyallerden izole edilen
Stafilokoksupheli koloniler, makroskopik ve mikroskopik mordgleri ve biyokimyasal 6zellikleri

degerlendirilerekKoagulaz Pozitif Stafilokdér belirlendi.
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2.3.S. pseudintermediusn PCR-RFLP Metoduyla Identifikasyonu

2.3.1. Stafilokokal DNA Ekstraksiyonu

Izole edilen Koagulaz Pozitif Stafilokoksuslarinda DNA izolasyonu icin kaynatma
yonteminden yararlanildi. Bir 6ze dolusu saf kolahharak, 500 mikrolitrelik DNase-RNase free
ependorf tipunde deiyonize su ile sispanse edlidspansiyon 100°C’'de 10 dk kaynatildiktan
sonra 10 000 rpm de 10 dk santrifij edildi. Ustdak sividan 300 mikrolitre alinarak PCR
amplifikasyonunda hedef DNA olarak kullaniimak amise-20°C’de bekletilmytir.

2.3.2. Primerler

pta_forward primer: AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA
pta_reverse primer: GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG
213 bp ve 107 bp bantladl pseudintermediugin pozitiftir.

2.3.3. Standart Sy

Staphylococcus pseudintermeduaitif suslar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilngtir.

2.3.4. PCR Karsimi

PCR 50ul'lik final hacimde, 1.5 mM MgCJ, 0.5 U Taq DNA Polymerase, her bir

dNTP’den 20QuM, 5 ul PCR buffer (1x), 4l template DNA and f1 ve rl primerlerin herbirinden
0.2 uM (pta_f1, AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA, and pta_riIGCA TAA ACA AGC ATT
GTA CCG) olacaksekilde eklenerek pta geninin 320 bp’lik fragmentamplifiye etmek icin
kullanilacak PCR kagimi hazirlandi.

2.3.5. Amplifikasyon Kosullari

PCR amplifikasyon kaullari: 95°C’de 2 dk bgdangi¢c denatlirasyonu, ardindan 95°C’de 1
dk, 53°C’'de 1 dk, 72°C’ de 1 dk olmak lzere 30 w8kl ve 72°C'de 7 dk final ekstensiyon

asamasini icermektedir.
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2.3.6. RFLP

S. pseudintermediws identifikasyonuna spesifik pta geninin 213 bp 107 bp’lik iki
fragmentini belirlemek icin, amplifiye edilen PCRU@ad 5 U Mbol enzimi ile 37°C'de 2 saat
kesildi.

2.3.7. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Ornekler 20 cm'lik %1.5’luk agaroz jelde, 50 Vo#t'll saat elektroforez edildi.

2.4. Disk Difiizyon Metodu ile Antibiyotik Duyarlli ginin Belirlenmesi

Bakterilerin metisilin, mupirosin ve vankomisine riaduyarliliklari Kirby-Bauer disk
difizyon tekngi ile Mueller Hinton agarda agarildi. S. pseudintermediusslarinin %5 koyun
kanli agardan sivi besiyerine pasajlari yapilar&kMcFarland’a uygun sispansiyonlar hazirlandi.
Bakteri silispansiyonu steril ekivyon ile besiyerinfiizeyine yayildi. Antibiyotik diskleri
yerlestirildi  ve inkibasyona birakildi. Zon caplan Oletgk antibiyotik duyarliliklari
degerlendirildi. Antibiyotik diski olarak Oxoid® Metlgillin 5 mg, Oxoid® Mupirosin 200 mg ve

Oxo0id® Vancomycin 5 mg kullanildi.

38



3. BULGULAR

3.1.izolasyon veldentifikasyon Bulgulari

S. pseudintermediugzolasyonu icin, izmir ili Selguk ilgesindeki farkh 1rk, ya ve
cinsiyetteki kopeklerin kulaklari muayene edilipgglekli ve otitis eksterna oldiu disindlen
kopeklerin sg ve sol kulaklarindan jelli svaplar ile toplam 1@@et 6rnek alindi. Bu 6rnekler
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi fdikyoloji Rutin Tehis Laboratuvarinda
incelendi. Besi yerlerine ekimleri yapildiktan s@r@7°C'de 24 saat inkiibasyona birakilarak izole
edilen Stafilokokstpheli kolonilerin identifikasyonu icin Gram boyama katalaz testi yapildi.
Gram pozitif koksekilli ve katalaz pozitif olarak derlendirilen sglara koagulaz testi uygulanarak
Koagulaz Pozitif Stafilokdér belirlendi. Bu sglar saflgtirilarak PCR’da kullaniimak zere
kaldinldi. Sglikli ve otitis eksternali képeklerin kulaklarindeeyen Stafilokok tirt bakterilerin

lezyon bulunup bulunmamasina gorgetbendiriimesi Cizelge 3.1'de verilgtir.

Cizelge 3.1Sa3likl ve otitis eksternall kopeklerden izole edilgwlarda identifikasyon

bulgular
Deri 6rnekleri
Saglikli (58 6rnek) Otitis eksternall (42 6rnek)
Staphylococcus spp. 24 18
Koagtlaz pozitif Staphylococcus sp. 15 4

Calsma icin toplanan 100 orgm; 58 tanesi otitis eksternali, 42 tanesi is&likh
kopeklerin kulaklarina aittir. Yapilan ekimler samunda; otitis eksternaya ait 58&tan 3 tanesinde
Proteus spp.gozlenirken, 18 tanesinde mantar/maya etkeni gdzkgir. 42 sglkli kopegin
kulaklarina ait sglarda ise; 34 tanesinde bakteriyolojik ireme gdzkem, diser 8 tanesinde treme

olmadgi saptanmstir.

Sonu¢ olarak cajmada toplam 100 6rnekte 74 bakteriyolojik tUreme lgamistir.
Bakteriyolojik Greme gozlenen 74 6rnekte yapilazikBel ve biyokimyasal testler sonucunda;
42'sinin Gram (+) kok ve katalaz (+),gdir 32 tanesinin ise Gram (-) bakteriler gldutespit

edilmistir. 58 tanesi &kl ve 42 tanesi otitis eksternall kopeklerden
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toplanan 100 adet Orgi@ 42 tanesiStaphylococcus splarak izole edilmitir. Stafilokok oldwgu
belirlenen 42 oOrnekten 19 tanesi koagulaz testipieitif bulunmytur. Sa&likli hayvanlardan
toplam izole edilen 24 adet 6i@e=kaslilik lezyonlu kulak érneklerinden toplam 18 adeaffokok
izole edilmitir. 24 Ornekten 15 tane ve 18 Ornekten ise 4 talneak Uzere toplam 19 adet
Koagulaz Pozitif Staphylococcus spgodzlenmgtir. Bu verilere dayanilarak gbkh kopek
kulaklarindan izole edilebilerKoagilaz Pozitif Stafilokoksayisinin otitis eksternali kopek
kulaklarindan izole edilebilerKoagilaz Pozitif Stafilokolsayisindan 3.75 kat fazla ofglu
g6zlenmitir. Sgalikli hayvanlardan daha fazlKoagulaz Pozitif Stafilokokzole edilebildgi

anlaiimistir.

3.1.2. PCR-RFLP Sonuglari

Supheli Stafilokok sglarindapta genini amplifiye eden primerler kullanilarak eledilen
PCR dUranuninMbol enzimiyle kesilerek yapilan PCR-RFLP sonucunda atieét Stafilokok
swsunun 6 tanesiS. pseudintermediuglarak bulundu. Otitis eksternali kdpeklerden eddien
orneklerden bir tanesind® pseudintermediussbit edilirken sglikh kulak érneklerinden 9 tanesi

S. pseudintermediymzitif bulunmugtur.

Bu calsmada toplam 100 Ornekten 6 tan&sipseudintermediugozitif bulunmytur. S.
pseudintermediupozitif olanlarin 5 tanesi ghkl kbpekte, bir tanesi ise otitis eksternali k&pe

saptannytir.

3.2. Antibiyogram Sonuclari

PCR-RFLP sonuc®. pseudintermediuglarak identifiye edilen 6 sa Kirby-Bauer disk
difuizyon tekngi kullanilarak antibiyotik duyarlilik testi yapildiZon c¢aplari olgulerek CLSI
standartlarina goére @erlendirildi. CLSI standartlarina gore metisilining=14 mm zon capl
duyarl, 10-13 mm zon ¢ap! orta duyad® mm zon ¢api direngli olarak kabul edildi. Mupiros
icin >14 mm zon cap! duyarks1l3 mm zon c¢api direncli olarak kabul edildi. Vanksim icin ise
>15 mm duyarli olarak kabul edilgtir. izole edilen 6 sgun (%100) metisiline ve mupirosine
duyarll oldigu, 6 sgtan 3'Unln (%50) vankomisine direncli ofglu gézlenmgtir. Elde edilen

sonuclar gizelge 3.2.’de verilgtir.
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Cizelge 3.2S. pseudintermediwgslarina aitantibiyotik duyarlilik testi sonuclari

Metisilin Mupirosin Vankomisin
Duyarli 6 (%100) 6 (%100) 3 (%50)
Direncli 0 (%0) 0 (%0) 3 (%50)
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4. TARTISMA

S. pseudintermediuképeklerin deri ve mukoz membranlarinda kommengskrak
bulunmakta ve kopeklerde piyoderma, endometritigstitis, otitis eksterna gibi gl
infeksiyonlara yol acmaktadis. pseudintermediu$. intermediugan farkl bir Koagulaz Pozitif
Stafilokokturl olarak tanimlanmstir. Son zamanlara kadar canine otitis eksterngpyeaderma
vakalarinin ¢gundan S. intermediusin sorumlu oldgu disinulmekteydi. Son yillarda gen
teknolaijisi kullanilarak yapilan camalarS. intermediuslarak identifiye edilen izolatlarin aslinda
S. intermediusS. pseudintermediuse S. delphiniolmak lzere U¢ farkll tirden alugunu
gostermgtir ve S. intermediugrup (SIG) olarak adlandirigtir. Boylece canine pyoderma ve
canine otitis eksternalarinin yaygin patojeninihnas: S. intermediugiesil S. pseudintermedius

oldugu ortaya ¢ikmtir.

Sasaki ve ark (2005%. intermedius biyokimyasal metodlarla gder SIG Uyelerinden
ayirms ancak S. pseudintermediuse S. delphini ayrimini yapmak icin gerekli fenotipik

belirleyicileri tanimlayamamnglardir.

Hariharan ve ark (2014), 66 kopek piyoderma valdesirtoplam 116 bakteriyel izolat elde
etmislerdir. Her bir vakadan alinan izolatlarin sayi Isir koloniden 4 farkl koloni tipine kadar
degisiklik gostermitir. 66 vakadan 21'ini (%31.8) saf kultur olarakleletmglerdir. Toplam 116
izolattan 62’si (%53.5) Gram pozitif ve 54U (%4HGram negatiftir. Yaptiklari ¢gimaya gore en
fazla izole edilen Gram pozitif bakteri Stafilokakdlir. 43 Stafilokok infeksiyonundan 18 tanesini
(%41.9) saf kultdr olarak 25 tanesini ise (%58.1}) mfeksiyonlarseklinde izole etmgilerdir. API
strips ile 29 tane olarak buldukla®. pseudintermediugolatlarini Multiplex PCR ile tekrar test
ettiklerinde 27 tanesini®. pseudintermediud tanesinirS. aureusve 1 tanesinin d&. schleiferi
subsp. coagulan®ldusunu kefetmiglerdir. Fenotipik olarak daha 6nc®. intermediusolarak
bulunan ancak M-PCR il8. aureusldugu bulunan sgarpoB gen dizilimi yéntemi uygulanmive
aslindaS. pseudintermediusldugunu goézlemlemgierdir. Metisilin direncine rastlamaghardir.
Daha onceden tetrasiklin tedavisi uygulagrir swta tetrasiklin direnci tesbit etghér, diger

antibiyotiklere kagl direnc gézlemenglerdir.

Bannoehr ve ark (2009%. pseudintermedius identifikasyonunda ilk kez PCR-RFLP
yontemini gelstirmislerdir. Mbol enzimi ile 213 bp ve 107 bp’ligta genininMbol
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fragmentini keserek PCR ile amplifiye etgerdir. Blaiotta ve ark (2005)katA gen lokusu ile
PCR-RFLP kullanngiardir.

Sasaki ve ark (2005hucgen lokusunu hedefleyen M-PCR metodunu kullanaeglirbyla
S. aureus S. intermediusS. schleiferi subspcoagulans S. delphinigroup A, S. hyicus S.
pseudintermediuge S. delphinigroup B'yi birbirinden ayirt edebilrglierdir.

S. pseudintermediuskolonizasyonu kopeklerde yaygindir. Bununla bidik S.
pseudintermediusfekte veya kolonize petlerden insanlara gecedkbedir. S. pseudintermedius
son yillarda metisiline olan direnci, vertikal vigrler arasi gesgleriyle dnemli Stafilokok tirleri

arasinda yer almaktadinsanlarda SIG infeksiyonlari nadiren gériilmektedir.

Hoovals ve ark (2006), bir insand&. pseudintermedii@s ait ilk klinik raporu
yayinlamgtir. Fenotipik testlerle Stafilokok olarak tanimigidswsa nuc ve koagllaz genleri icin
PCR uygulamy ve negatif ¢cikmgtir. PCR’daS. aureus spesifiktuf geni bulunmstur. Ardindan
16S rRNA gen dizilimi analizi yagiinda S. pseudintermediusldugunu kefetmistir. Bu swu
mecAgeni bakimindan negatif bulgtur. Chuang ve ark (2010), bir kdpek sahibinde teakeme
ile iliskili bakteremiderS. pseudintermediuzole etmsgtir. Stegmann ve ark (2010), kdpekedisi
ve atl olan bir insanda operasyon sonrasi operaggmasinda okan purulent infeksiyondas.
pseudintermediugzole etmgtir. Riegel ve ark (2011), kdpeklerle yakinskiisi olan bir insanda

kalp pili ile iligkili purulent endokarditiste. pseudintermediusole etmstir.

Ozgiing ve ark (2002), agar tarama, agar diliisyon, diskzgon ve API staph ATB
(bioMeriéux) yontemlerini metisilin direncini sapta yoninden birbirleri ile kedastirmiglar ve
yontemler arasinda metisilin direncini saptama lararacisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulamamglardir. SUnbdl ve ark (1998), ise disk diftizyortitéa duyarlilik, 6zgullik ve temel
uyumunu dger testlere gore daha yuksek bughaudir.

Diler ve ark (1998), mikrodilisyon ve agar tarandatgmini %100 uyumlu bulurken, disk
difizyon testinin iki yonteme gore duyarfiini %2100, Ozgullginid ise %97,5 olarak

saptamylardir.
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Hasbek ve ark (2002), metisilin direnci dikkatenadaksizin yapilan gerlendirmede en
yiuksek direng oranini penisilin G'de (%82,6) gbtzider ve vankomisine direncli su

saptamamlardir. Yigit ve ark (2008), Stafilokok starinda mupirosin direncine rastlamatardir.

Calsmamizdaizmir ili Selguk ilgesinde s@ikll ve otitis eksternali kdpeklerden izole
ettigimiz swlardan fenotipik olarak Stafilokok olarak identéiyettgimiz 19 sytan PCR-RFLP
sonucu 6 tanesinis. pseudintermediusldugunu godzlemledik. Toplam 6 Ornekten 5 tanesinin
salikll kopeklerden alinngi olmasi S. pseudintermediign daha cok g#ikli képeklerin
kulaklarinda bulundgunu gostermektedir. Metisilin ve mupirosin direrecirrastlanmazken

vankomisin direnci gozlenntir.
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5. SONUC

S. pseudintermediukopeklerin deri ve mukoz membranlarinda kommenskarak
bulunmakta ve kopeklerde piyoderma, endometritisstitis, otitis eksterna gibi g#li
infeksiyonlara yol agmaktadiS. pseudintermediusaman zaman insanlarda Ozellikle de petlerle
yakin iliskisi olan veteriner hekimler ve pet sahiplerindeisah ciddi infeksiyonlardan izole
edilmektedir. S. pseudintermediuson yillarda metisiline olan direnci, vertikal wérler arasi
gecsleriyle 6nemli Stafilokok ttrleri arasinda yer aktadir. S. pseudintermedius fenotipik
profilleri S. intermediusse S. delphinitirleriyle benzerlik gostermektedif. pseudintermedius
koagulaz, b-galaktosidaz, polimiksin B direnci, ammitol asiti ve asetoin Uretimi gibi fenotipik
testler ile dger Stafilokok turlerinden ayrilmaktadir anc8k delphiniile fenotipik ayrimi oldukca
zordur. Bu nedenl§. pseudintermediugssitli ticari test kitleri ve PCR ydntemleriyle dalu@gru

bir sekilde belirlenmektedir.

Sonu¢ olarak cajmada toplam 100 6rnekte 74 bakteriyolojik Ureme lgamistir.
Bakteriyolojik Greme gozlenen 74 6rnekte yapilarikBel ve biyokimyasal testler sonucunda;
42’sinin Gram (+) kok ve katalaz (+),gdir 32 tanesinin ise Gram (-) bakteriler gidutespit
edilmigtir. 58 tanesi sgikli ve 42 tanesi otitis eksternali kbpeklerdepléman 100 adet 6rgm 42
tanesiStaphylococcus spmlarak izole edilmitir. Stafilokok oldgu belirlenen 42 6rnekten 19
tanesi koagulaz pozitif bulunmgwr. Saliklh hayvanlardan toplam izole edilen 24 adet @me
karsilik lezyonlu kulak érneklerinden toplam 18 adeaffivkok izole edilmitir. 24 6rnekten 15
tane ve 18 drnekten ise 4 tane olmak Uzere topRwradetKoagulaz Pozitif Staphylococcus spp.
g6zlenmitir. Bu verilere dayanilarak gbkli kdpek kulaklarindan izole edilebildtoagilaz Pozitif
Stafilokok sayisinin otitis eksternali kdpek kulaklarindamléz edilebilen Koagllaz Pozitif

Stafilokoksayisindan 3.75 kat fazla ofglugdzlenmitir.

Bu calgmayla sgliklh hayvanlardaKoagtilaz Pozitif Stafilokolayginlginin daha fazla
oldugu, PCR-RFLP metodu ileS. pseudintermediusdentifikasyonunun spesifik olarak
yapilabildigi, bélgemizdeS. pseudintermedius ¢ok fazla gorilmedi ve henliz mupirosin ve

metisilin direncinin yaygin olmagh anlailmistir.
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OZET

Saglikli ve Otitis Eksternali Képeklerden Staphylococcus pseudintermedii®olasyonu ve

Antibiyotik Direnclili ginin Belirlenmesi

Stafilokoklar, dgada, insan ve hayvanlarin derisinde ve mukdz dokwa yaygin olarak
bulunmaktadir. Firsat¢ci patojendirler. Hayvanlawe insanlarin ¢gtli infeksiyonlarindan

sorumludurlar.

S. pseudintermediuStafilokoklarla pek cok yonden ayni 6zelliklerehigdir. Ozellikle
kopeklerin kulak kanalinda bulunmaktadir. Képekéemyoderma ve otitis eksterna vakalarinin
cogundanS. pseudintermediusorumiudur. Képeklerden vedir hayvanlardan insanlara gegbz
konusudur. Nadiren de olsa ciddi hastane infek$ayamdan izole edilmgtir. Son yillarda artan

metisilin direnci nedeniyle halk gagi acisindan énemli bir bakteridir.

Calsmamizda, farkh irk, yave cinsiyetteki toplam 100 adetghéli ve otitis eksterna
oldugu distnudlen kopeklerin  kulaklarindanS.  pseudintermedius  izolasyonu ve
identifikasyonunun yapilmasi, metisilin, mupirosive vankomisin direncinin belirlenmesi
amaclanmytir. izolasyonu yapilan Stafilokok garina PCR-RFLP yontemi uygulanardl®
Koagulaz Pozitif Stafilokolsisundan 6 taneS. pseudintermediuswsu identifiye edilmsgtir. S.
pseudintermediugozitif bulunan sglara antibiyotik duyarlilik testi yapilgtir. Vankomisin
direncine rastlanirken metisilin ve mupirosin dtemézlenmemitir. S. pseudintermedius

ozellikle sglkli kdpeklerde bulundgu anlgiimistir.

Anahtar sdzcukler: Stafilokok,S. pseudintermediuPCR-RFLP
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SUMMARY

Isolation of Staphylococcus pseudintermeditrom Healthy and Dogs with Otitis Externa and

Determination of Antibiotic Resistance

Staphylococci are widely found in nature, skin andcous membrane of human and
animals. They are opportunistic pathogens. Theyesponsible for various infections of animals
and human.

S. pseudintermediusas almost same characteristics with Staphylococci.eEisfly they
are found in the ear canal of dos. pseudintermedius responsible for most of pyoderma and
otitis externa cases in dogs. Spreading from dogsather animals to human is presented. It has
been isolated from serious hospital infectionslyai®ecause of increasing metisilin resistance in

recent years, it is an important bacteria for pubéalth.

In our study, it is aimed to detect isolation addntification ofS. pseudintermedidfsom
ear of dogs, totally 100, in different breed, agd aex, healthy and considered with otitis externa,
and aimed to detect methicillin, mupirocin and vamgcin resistance. PCR-RFLP method is
applied to isolated Staphylococci and 8x pseudintermediustrains identified from nineteen
Koagulaz Positive Staphylococstirains. Antibiotic sensitivity test applied teethtrains which are
S. pseudintermediygositive. We found vancomycin resistance but néhio#lin and mupirocin

resistance. It has been conclusived ghagtseudintermedius found in especially healthy dogs.

Keywords: StaphylococciS. pseudintermediyCR-RFLP
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