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OZET

Ciftlik hayvanlarindan mastitis etkeni olarak en sik izole edilen patojenlerin basinda
Staphylococcus aureus (S. aureus) gelmektedir. Antibiyotiklere karsi hizla direng
gelistiren S. aureus antiseptik ve dezenfektanlara da direng gelistirmektedir. Direng
genlerini hem kendi tiirlerine, hem de diger bakterilere aktarabildikleri i¢in 6nemli
sorunlara yol agmaktadir. Bu ¢calismada, Burdur ili ve ¢cevre kdylerinde sigir, koyun ve
kecilerden toplanan siit 6rneklerinden fenotipik testler ile S. aureus olarak tanimlanan
kolonilerin, genotipik olarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile dogrulanmasi, S.
aureus izolatlarinda metisilin ve antiseptik diren¢ genlerinin tespit edilmesi ve
antibiyotik duyarliliklarinin incelenmesi amacglandi. Bu amagla mastitis problemi
bulunan isletmelerden 257 hayvandan (90 sigir, 107 kegi, 60 koyun) 694 adet siit 6rnegi
toplandi. Fenotipik testler ile (Gram boyama, katalaz, koagiilaz, mannitol salt agar,
DNase) 75 izolat S. aureus olarak tanimlandi ve 60’1 nuc genine spesifik primerler
kullanilarak yapilan PZR ile S. aureus olarak dogrulandi. Bu izolatlarda metisilin
(mecA, mecC) ve antiseptik (qacA/B, smr) diren¢ genlerinin varligi PZR ile arastirildi.
Ineklerden izole edilen S. aureus suslarindan 1’inde mecA geni tespit edilirken, S.
aureus izolatlarinda mecC geni saptanamadi. S. aureus izolatlarinin 3’tinde qacA/B
geni, 2’sinde ise smr geni belirlendi. Yapilan antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda
fenotipik olarak S. aureus oldugu tanimlanan 60 izolatin 24’i sefkuinoma, 21°i
penisiline, 9’u ampisilin sulbaktama 7’si oksitetrasikline, 6’s1 amoksisilin klavulanik
aside, 3’1 seftiofura, 2’si oksasiline, 1’i sefaperazona, 1’i sefoksitine direngli bulundu.
Sonug olarak bu caligma ile, S. aureus izolatlarinda metisilin ve antiseptik direng
genlerinin diisiik oranda saptanmasi, Burdur ili ve ¢evre koylerinde metisilin ve
antiseptik diren¢ genlerinin heniiz problem olmadigi, ancak bu bakterinin zoonotik
oneme sahip olmasi nedeniyle halk sagligi acgisindan 6nemli olabilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antiseptik direng, Metisilin, PZR, Stapylococcus aureus, Siit



ABSTRACT

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the most frequently isolated pathogens as
the causative agent of mastitis from farm animals. S. aureus, which rapidly develops
resistance to antibiotics, also develops resistance to antiseptics and disinfectants. They
cause significant problems because they can transfer resistance genes to both their own
species and other bacteria. In this study, it was aimed to genotypicly confirm the
colonies identified as S. aureus by polymerase chain reaction (PCR) using phenotypic
tests from milk samples collected from cattle, sheep and goats in Burdur province and
surrounding villages, to detect methicillin and antiseptic resistance genes and to
examine antibiotic sensitivities. For this purpose, 694 milk samples were collected
from 257 animals (90 cattle, 107 goats, 60 sheep) from farms with mastitis problems.
75 isolates were identified as S. aureus by phenotypic tests (Gram staining, catalase,
coagulase, mannitol salt agar, DNase), and 60 were confirmed as S. aureus by PCR
using nuc gene-specific primers. The presence of methicillin (mecA, mecC) and
antiseptic (qacA/B, smr) resistance genes in these isolates was investigated by PCR.
While the mecA gene was detected in only 1 isolate, the mecC gene was not detected in
S. aureus isolates. The qacA/B gene was detected in 3 of the S. aureus isolates and the
smr gene was detected in 2 of them. As a result of the antibiotic susceptibility tests, 24
of the 60 isolates identified as phenotypically S. aureus 24 were cefquinoma, 21 were
penicillin, 9 were ampicillin sulbactam, 7 were oxytetracycline, 6 were amoxicillin-
clavulanic acid, 3 were ceftiofura, 2 were oxacillin, 1 was found to be resistant to
cefoperazone and 1 to cefoxitin. As a result, with this study, it was concluded that
methicillin and antiseptic resistance genes were detected at a low rate in S. aureus
isolates, and that methicillin and antiseptic resistance genes were not yet a problem in
Burdur province and surrounding villages, but that this bacterium may be important
for public health due to its zoonotic bloom.

Keywords: Antiseptic resistance, Methicillin, Milk, PZR, Stapylococcus aureus
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1. GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde antibiyotiklerin tedavi giicii nedeniyle bilingsiz ve
stk kullanimi1 antibiyotiklere direngli bakterilerin gelismesine ve yayilmasina sebep
olmaktadir. Tlk tanimlanan patojenlerden olan stafilokoklar hizla antibiyotiklere kars
direng gelistirmeleri nedeniyle insan ve hayvan sagligi agisindan biiyiik 6nem tagimakta
olup hastane enfeksiyonuna sebep olan etkenlerin basinda gelmektedir (Yiice, 2001;
Lakhundi ve Zhang, 2019). Stafilokoklar, insan ve hayvanlarin normal floralari, deri,
ist solunum yollar1 ve bagirsak mukozalarinda bulunmaktadir (Atli, 2007). Cevre
kosullarina hizla adapte olabilen ve en patojen tiir olarak degerlendirilen
Staphylococcus aureus (S. aureus) mastitis, artritis, pyoderma, otitis eksterna gibi
ciddi hayvan hastaliklarina neden olabilmektedir (Quinn ve ark., 1999; Lee, 2003;
Ozturk ve ark., 2010). Mastitis, meme bezlerinde goriilen travmatik, patolojik ya da
bakteriyolojik degisiklikler sebebiyle siitte fiziksel ve kimyasal degisikliklere yol agan
meme yangisidir. Hayvan yetistiriciliginde, siit veriminde ve siit kalitesinde azalma ile
birlikte ekonomik kayiplara yol agan mastitise en ¢ok bakteriyel etkenler neden
olmaktadir (Pearson ve Mackie, 1979; Aydin ve ark., 2006; Biiyiikcangaz ve ark.,
2013). Hayvanlarin ¢ig siitiinden ¢ogunlukla izole edilen patojen S. aureus’tur. Bu
bakteri tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklere hizla direng gelistirmektedir
(Zschock ve ark., 2004; Unal, 2012; Oztiirk ve ark., 2019). Stafilokoklarda antibiyotik
direnci; 1930’larda kullanilmaya baslanan siilfonamidlere kars1 gelismis ardindan beta
laktamaz, metisilin, vankomisin, linezolid ve daptomisin direnci seklinde devam
etmistir (Sancak, 2011). Metisilin direnci S. aureus suslarinda direng¢ problemlerinin
en basinda gelmektedir. Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisi amactyla 1959°da klinik
kullanima giren metisiline 2 yil sonra S. aureus’un diren¢ gelistirdigi bildirilmistir
(Willke, 1992). Metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslarinin, yar1 sentetik
penisilinlerin ¢oguna kars: diisiik afinite gosteren ve bakterinin hiicre duvar sentezini
stirdiirmesini saglayan farkli bir penisilin baglayan protein (PBP) iirettigi
bildirilmektedir. Uretilen bu proteinin edinilen mecA geni tarafindan kodlandig
kanitlanmistir (Sancak, 2012). Bir diger metisiline diren¢ geni 2007 yilinda
tanimlanmis olup mecALGA251 olarak adlandirilmig ve 2012°den itibaren de mecC

olarak tanimlanmistir (Ito ve ark., 2012).



Antiseptikler ve dezenfektanlar, kontaminasyon ve enfeksiyonlar1 6nlemek
amaciyla beseri ve veteriner hekimlik ile gida sektorii gibi ¢esitli alanlarda siklikla
kullanilmaktadir (Caglar, 2005). Kullanilan pek c¢ok preparat klorhekzidin ve
benzalkonyum kloriir gibi katyonik bilesikler igermektedir (Ignak, 2012). Bakteriler
adaptasyon yetenekleri sayesinde antibiyotiklere oldugu gibi, antiseptiklere ve
dezenfektanlara da direng gelistirmekte ve canliliklarini stirdiirmektedirler (Caglar,
2005). Baz1 S. aureus suslarinin ¢esitli bilesiklere (klorhekzidin, diamidin, kuaterner
amonyum, etidyum bromiir, akridin), dezenfektan ve antiseptiklere karsi gelistirdigi
direngten plazmid ile tasinan gac genlerinin (gacA, gacB, gacC (smr), gacG, gacG,
gacH ve gacJ) sorumlu oldugu belirtilmistir (Weber ve Rutala, 2006; Poole, 2002). Bu
diren¢ mekanizmasinin en iyi stafilokoklarda goriildiigii ayn1 zamanda stafilokoklar
arasinda aktarilabilecegi de bildirilmistir (Russell, 1997; Mcdonnel ve Russel, 1999;
Jaglic ve Cervinkova, 2012). Bu sebeple antiseptiklere direncin de antibiyotiklere
diren¢ gibi gelecekte onemli bir problem olacagi ongoriilmektedir (Aykan ve ark.,

2013).

Bu tez calismasinda mastitis problemi bulunan sigir, koyun ve keci
isletmelerinden toplanan siit Orneklerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda
metisiline (mecA, mecC) ve antiseptiklere (qacA/B, smr) direng¢ genlerinin varliginin

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile belirlenmesi amac¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

[k kez 1878'de Robert Koch tarafindan 151k mikroskobu altinda tanimlanan
stafilokoklar {iziim salkimini andiran kiime goriiniimleri nedeniyle 1881°de Iskogyali
cerrah Alexander Ogston tarafindan ’Staphylococcus’” (Staphyle: tiziim salkimi)
olarak isimlendirilmistir. Koagiilaz pozitif bakterilerin en patojeni hastane kaynakli
enfeksiyonlarin baginda gelen Staphylococcus aureus (S. aureus) olarak bilinmektedir
(Quinn ve ark., 1999). Insan ve hayvanlarin normal floralarinda, derilerinde, iist
solunum yollarinda, sindirim ve iirogenital sistem mukozalarinda bulunan S. aureus
risk diizeyi degisken cesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir (Bannerman, 2003).
Ozellikle hayvanlarin eksternal yiizeylerinden izole edilen S. aureus’un en cok meme
derisine lokalize oldugu ve mastitisli hayvanlarin siitiinden siklikla izole edildigi
bildirilmektedir (Roberson ve ark., 1994; Oztiirk ve ark., 2019). Mastitis, siitte fiziksel
ve kimyasal problemlere yol acan meme dokusunun yangisidir (Pearson ve Mackie,
1979; Aydn ve ark., 2006; Biiylikcangaz ve ark., 2013). S. aureus’un sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler siklikla tercih edilmekte olup, bu

antibiyotiklere direng gelistirdigi bildirilmektedir (Kaszanyitzky ve ark., 2003).

Alexander Fleming 1928’de kiif mantarimin etrafinda stafilokoklarin
cogalmadiklarini gozlemlemistir. Kiif mantarlarindan elde ettigi siiziintiilerin, ¢cogu
bakteriye etkili oldugunu tespit etmis ve 1928’de penisilini kesfetmistir. Chain ve
Flarey, 1940’ta Penicillium notatum kifiiniin salgiladigi maddelerin bakterisid etki
gosterdigini bildirmislerdir (Dogan ve ark., 2018). Penisilinin 1940’11 yillarda klinik
kullanima girmesiyle, stafilokok enfeksiyonlar1 tedavi edilmeye baglanmigtir. S.
aureus izolatlarinin beta laktamaz (penisilinaz) enzimi tirettikleri ilk defa 1944 yilinda
Kirby tarafindan bildirilmistir (Shopsin ve Kreiswirth, 2001). Beta laktamaz iireten
izolatlarin tanimlanmasinin ardindan penisilin direnci bes yilda %50’ye ulasmistir
(Kaya, 2011). 2000’li yillarda ise S. aureus izolatlarinin neredeyse tiimiinde beta
laktamaz enzimi saptanmistir (Deurenberg ve Stobbering, 2008). Penisiline direng
gelisiminden sonra yeni antimikrobiyal ajanlar kesfedilmis ve kullanilmaya

baslanmustir. Ilk olarak 1953 yilinda kesfedilen vankomisin 1958°de klinik kullanima



girmis ve 30 sene sonra Ingiltere, Fransa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
vankomisine direngli enterokok suslar1 tanimlanmistir (Vural ve ark., 1999; Alp ve
Cetinkaya, 2008). Direncli enterokoklarin direng genlerini stafilokoklara aktarmasiyla
birlikte 1995 yilinda Fransa’da vankomisine orta derece duyarli, 2002’de ise ABD’de
vankomisin direngli S. aureus izole edildigi bildirilmistir (Boulton ve ark., 2002;
Sancak, 2011). Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisine ¢6ziim olarak metisilin
1959°da klinik kullanima girmis, 1961 yilinda Colindale Hastanesi’nde (ingiltere) ilk
Metisiline direncgli S. aureus (MRSA) izolatlar1 tanimlanmistir (Stefani ve Goglio,
2010; Sancak, 2011). MRSA’nin 1972 yilinda inek siitlerinden ilk izolasyonu
bildirilmigtir (Devriese ve ark., 1972). Bu tarihten itibaren farkli evcil ve yabani
hayvanlarda varligi arastirllmistir (Kiregei ve Colak, 2002; Silva ve ark., 2004,
Turutoglu ve ark., 2009; Stastkova ve ark., 2009). Yapilan bu ¢aligmalar, MRSA ’nin
veteriner hekimlikte de artik 6nemli bir problem oldugunu gostermistir. Metisiline iki
sene igerisinde diren¢ gelistiren S. aureus’lara karsi yeni antimikrobiyal ajanlar
gelistirilmistir. Bunlardan ilki 2000 senesinde klinik kullanima giren linezoliddir fakat
2001°de linezolide de direngli suslar izole edilmistir. Ikincisi ise 2003 yilinda
kullanima sunulan daptomisindir. Bu antimikrobiyal ajana da iki sene igerisinde direng

gelistigi saptanmustir (Tsiodras ve ark., 2001).

MRSA izolatlar1 antibiyotiklere ek olarak antiseptik ve dezenfektanlara
(biyosit) kars1 da diren¢ olusturmaktadir (Aykan ve ark., 2013). Dogru kullanimla
enfeksiyon riskini azalttig1 bilinen biyositlere kars1 direng, ozellikle tavsiye edilen
yogunlugun altinda ve sik kullanimlar1 sonucu gelismektedir (Aykan ve ark., 2013).
Bu direncin gelisiminden plazmidler iizerinde tasinan kuaterner amonyum bilesikleri
(gac) genlerinin sorumlu oldugu tespit edilmistir (Fraise, 2002). Bu genlerin birgok
tipi olup Ozellikle biyositlere direngle iligkili olan gacA/B ve smr (gqacC, gacD, ebr)
genlerinin antiseptik ve dezenfektan direnci ile giiglii bir baglantis1 oldugu ve bu
genlere ilk kez insandan izole edilen MRSA ve koagiilaz negatif stafilokok (KNS)
izolatlarinda rastlandigi bildirilmistir (Lyon ve Skurray, 1987; Tennent ve ark., 1989;
Paulsen ve ark., 1996; Heir ve ark., 1999; Mayer ve ark., 2001).



2.2. Staphylococcus aureus’un (S. aureus) Genel Ozellikleri ve Simflandiriimasi

S. aureus, Bergeys’in 1986 yil1 sistematik bakteriyoloji siniflandirmasinda ve
Micrococcaceae aile grubunda bulunan Staphylococcus’un 35 tiirlinden biridir
(Peacock, 2015). S. aureus saglikli hayvanlarin deri ve mukozalarinda bulunmaktadir.
Insan ve hayvanlarin klinik Orneklerinden siklikla izole edilen S. aureus,
antibiyotiklere, antiseptiklere ve dezenfektanlara direnciyle bilinen ve ciddi
enfeksiyonlara sebep olan patojen bir bakteridir (Roberson ve ark., 1994). Supuratif
hastaliklar, mastitis, artritis, nekrotizan fasilit, liriner sistem enfeksiyonlari, otitis
eksterna ve pyoderma gibi ciddi hayvan hastaliklarina neden olabilmektedir (Lee,
2003; Ozturk ve ark., 2010). Insanlarda ise gida zehirlenmeleri, pndmoni, bakteriyemi,
endokardit, osteomiyelit gibi ¢esitli sistem hastaliklarina yol a¢tig1 bilinmektedir (Ozel
ve ark., 2017).

2.3. S. aureus’un Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus, Gram pozitif, kok seklinde, katalaz ve koagiilaz pozitif, oksidaz
negatif, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif anaerob, %10 tuz konsantrasyonunda
iireyebilen, 0.5-1.5 mm capinda patojen bir bakteridir (Quinn ve ark., 2000). Kanl
agar, triptik soy agar, beyin kalp inflizyon agar, nutrient agar gibi ¢esitli besiyerlerinde
30-37°C’de 18-24 saat igerisinde iireyebilmektedir. Kobay ve fareler i¢in patojen
oldugu bildirilen stafilokoklar1 Rosenbach 1884 yilinda insandan izole ederek
besiyerinde olusturduklar1 koloni renklerine gére ayirmis ve beyaz kolonilere S. albus
(albus: beyaz), sar1 kolonilere S. aureus (aureus: sar1) adin1 vermistir (Bilgehan, 2000;
Bannerman, 2003; Peksel, 2006). Kolonileri diizgiin, yuvarlak ve parlak olan
mikroorganizma mikroskopta ¢ogunlukla {iiziim salkimma benzeyen gruplar
olusturmakta, kimi zaman zincir goriinimiiyle streptokoklar ile karistirabilmekte olup
katalaz pozitif olmalar ile farklilik gostermektedir. Ayrica bazi S. aureus izolatlari
kanli agarda beta hemoliz yaparak zon olusturmaktadir (Bannerman, 2003).
Staphylococcus spp.’ler laktoz, sikkroz, mannoz, trehaloz, maltozu fermente edebilir

ve fermantatif olarak glukozu pargalayarak laktik asit olusturabilirler.



Ek olarak diger Staphyloccus spp.’lerden farkli olarak S. aureus mannitolii de fermente
etmektedir (Bilgehan, 2004).

2.4. S. aureus’un Metisilin Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

Beta laktam grubu antibiyotikler, bakterilerde peptidoglikan sentezi icin
gerekli olan transpeptidaz enzimini inhibe ederek etki gostermektedir (Erturan ve
Giiven, 1989). Direngli bakteriler tarafindan tiretilen beta laktamaz (penisilinaz), beta
laktam halkasinin yapisini bozarak bakterinin antibiyotige kars1 direncinden sorumlu
enzimdir (Watt ve Salmon, 1997). Bu enzim sayesinde stafilokoklar basta penisilin
olmak {izere beta laktam grubu antibiyotiklere karsi direng gelistirmektedir. Penisilin
direncinin 1940’larda %40’larda oldugu, 30 sene igerisinde ise %85’¢ yiikseldigi
bildirilmistir (Demirtiitk ve Demirdal, 2004). S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisi
amactyla 1958 yilinda penisilin tiirevi metisilin klinik kullanima sunulmus, 1961
yilinda da MRSA’larin izole edildigi bildirilmistir (Jevons, 1961). Stafilokoklarda

metisiline diren¢ mekanizmalari ¢esitli yollarla meydana gelebilmektedir.
2.4.1. Penisilin Baglayan Protein 2/2a (PBP2/2a) Varhg ile Olusan Direng

Beta laktam antibiyotikler; bakteri hiicre duvarina, peptidoglikan sentezini
engelleyen penisilin baglayan proteinler (PBP) araciligi ile baglanarak etki
gostermektedir (Deurenberg ve Stobbering, 2008). mecA, 78 kdA agirligindaki PBP
2/2a (PBP2/2a)’y1 kodlayan stafilokoklarin metisiline ve diger antibiyotiklere
direncine yol acan gendir (Sancak, 2012). Stafilokoklarin yapisinda bakterinin hiicre
duvarini olusturan polimerleri hiicre duvarina tagiyarak baglamakla gorevli olan 5 adet
PBP bulunmaktadir (Dogan ve ark., 2018). Fonksiyonlarini ve peptidoglikan sentezini
antibiyotik varliginda kaybeden PBP’ler antibiyotik tarafindan bloke edilmektedir.
MRSA’larda ise 5 adet PBP’e ek olarak PBP2/PBP2a adi verilen yeni bir protein
sentezlenmektedir. PBP2/PBP2a beta laktam antibiyotiklere diisiik duyarlilig
sayesinde antibiyotik karsisinda bloke olan diger PBP’lerin gorevini iistlenmektedir.
Bu sekilde bakteri antibiyotik varliginda hiicre duvari sentezini siirdiirebilmektedir

(Deurenberg ve ark., 2007; Deurenberg ve Stobberingh, 2008).



Metisilin direncinin olusabilmesi igin mecA geni varliginin yeterli olmadig, bu
genin aktiflesmesi gerektigi bildirilmektedir (Ryffel ve ark., 1992). Genlerin
ekspresyon siireci her bakteride farklilik gosterebildigi icin mecA genine sahip oldugu
halde metisiline farkli diizeylerde direncgli veya duyarli stafilokoklar olabilmektedir.
Metisiline diren¢ olusumunu mecA geninin ekspresyonunu kontrol eden faktor X, fem
A/B, mec I/R gibi genler de etkilemektedir (Unal, 1996).

mecA geni, baskilayici protein Mecl ve beta laktami algilayarak sinyal
dontistiiren mecRI proteinlerini kodlayan, 2 regiilatér gen mecl ve mecR1 kontrolii
altinda ekspre edilmektedir. Bu genlerin beta laktamaz regiilatorleri olan blaR1 ve blal
genleri ile mekanizmasal benzerlikleri oldugu belirtilmektedir (Kuwahara-Arai ve
ark., 1996). Mecl beta laktam antibiyotigin yoklugunda hem mecA hem de mecR1'in
transkripsiyonunu represor 6zelligi ile inhibe etmektedir (Deurenberg ve Stobberingh,
2008). Transmembran yerlesimli mecR1 beta laktam antibiyotiginin varliginda
otokatalitik olarak boliinerek pargalanmakta ve bu sayede mecR1'in sitoplazmik
kisminda yer alan metalo-proteaz alani aktiflesmektedir. Aktiflesen metalo-proteaz,
mecA'nin  operatér bdlgesine bagli  mecl'yr katalize edererek mecAnin
transkripsiyonuna ve PBP2a iiretimine dolayisiyla dirence neden olmaktadir (Berger
ve Rohrer, 2002). mecl ve mecR1’in, IS431 veya IS1272 insersiyon dizileri tarafindan
delesyona ugrama ihtimali oldugu ve mecA geni iizerindeki baskinin azaldigi
bildirilmektedir (Katayama ve ark., 2001). Stafilokokal kaset kromozomu
(staphylococcal cassette chromosome, SCC) stafilokoklarin kendi aralarindaki genetik
madde aktariminda gorevli bir yapidir (Hansen ve Ericson, 2006). mecA geni,
buyiikliikler1 20kb ile 67 kb arasi degisen Stafilokokal Kaset Kromozomu mec
(SCCmec) tizerinde bulunmaktadir (Wielders ve ark., 2002). SCCmec kasetinin S.
aureus’larda, “bacterial chromosomal attachment site” (attBscc) isimli, replikasyon
baslangicinin (0riC) yakinindaki orfX’in 3’ ucundaki kromozomal boélgeye entegre
oldugu bilinmektedir (Turlej ve ark., 2011). Tanimlanmis 11 adet SCCmec tipi (Tip I-
XI) mevcuttur (Turlej ve ark., 2011; Sancak, 2012).

2007 yilinin Mayis ayinda, Ingiltere’de bir ¢iftlikten aliman tank siitii drneginde
S. aureus LGA251 ve S. aureus LGA254 saptanmis olup, yapilan PZR testlerinde bu



izolatlarin mecA ile % 70 DNA uyumlu bir mec geni oldugu belirlenmistir (Garcia-
Alvarez ve ark., 2011). mecALGA251 olarak adlandirilan gen, 2012 yilinda mecC
olarak yeniden adlandirilmistir (Ito ve ark., 2012). mecC’nin DNA’sinin %69, amino
asit kompozisyonunun ise %63 oraninda mecA geni ile benzerlik gosterdigi
aciklanmaktadir (Ito ve ark., 2012). mecC genine sahip MRSA’lar ile mecA genine
sahip MRSA’larin yol actiklar1 enfeksiyonlar ve bu enfeksiyonlarin tedavisi aynidir
(Laurent ve ark., 2012). mecC betalaktam direnci ile de iliskilendirilmektedir. mecC
geninin kodladigi PBP’ler, mecA geninin kodladig1 PBP’lere oranla beta laktamlara
kars1 daha cok affinite gostermektedir (Kim ve ark., 2012). Kodlanan mecA ve mecC
gen proteinlerinin arasindaki farkliliklarin tespitini saglamak amaciyla ¢alismalarin
devam ettigi bildirilmektedir (Tsubakishita, 2010). mecC geni, PBP2a benzeri bir PBP
ile dirence sebep olmaktadir (Giilmez, 2014).

Bir¢ok Avrupa iilkesinde insan ve hayvanlardan izole edilen MRSA suslarinda
mecC gen varligi arastirilmistir (Garcia-Garrote ve ark., 2014). Sigir, koyun, kus, rat,
kirpi, kedi, kopek, vasak, su samuru gibi evcil ve yabani hayvanlarin MRSA
izolatlarinda mecC geni tespit edilmistir (Eriksson ve ark., 2013; Loncaric ve ark.,
2013; Medhus ve ark., 2013). Ispanya, Fransa, isvec, Bel¢ika ve Finlandiya’da 2012-
2014 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmalarda mastitisli koyun ve inek siitlerinde mecC
genine rastlandigi bildirilmistir (Laurent ve ark., 2012; Unnerstad ve ark., 2013;
Gindonis ve ark., 2013; Ariza-Miguel ve ark., 2014). Avusturalya’da sigir ve
koyunlardan, Ispanya’da ise Alageyikten alinan burun sivaplarindan izole edilen
MRSA’larin da mecC pozitif oldugu belirlenmistir (Loncaric ve ark., 2013; Gomez ve
ark., 2015).

Tiirkiye’de ¢iftlik hayvanlarinin siit ve siit tiriinlerinden izole edilen S. aureus
suslarinda mecC genini ortaya koymaya yonelik sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir
(Dogan ve ark., 2016; Sayin ve ark., 2016; Taban ve ark., 2021). Dogan ve ark. (2016)
2011-2013 yillar1 arasinda Burdur ve Aydin’daki Veteriner Fakiilteleri tarafindan
mastitisli ¢iftlik hayvanlarindan (94 sigir, 45 koyun ve 38 keg¢i) izole edilen 177 S.
aureus izolatinda mecA ve mecC gen varligin arastirdiklar1 ¢alismada, 45 izolatta
mecA geni saptadiklarini, mecC ise belirleyemediklerini rapor etmislerdir. Sayin ve

ark. (2016) mastitisli ineklerden izole edilen 150 S. aureus izolatinin 7’sinde mecC



saptadiklarini bildirmislerdir. Taban ve ark. (2021) ise siit ve siit lirtinlerinde metisiline
direng genlerini (mecA, mecC) arastirdiklari ¢alismada siit 6rneklerinin 2’sinden mecA,
pasta kremasinin 2’sinde mecC ve pasta kremasinin 1’inde mecA ve mecC genlerini

birlikte belirlediklerini rapor etmislerdir.

Epidemiyolojik olarak MRSA enfeksiyonlar1 hastane kaynakli, toplum
kaynakli ve ¢iftlik hayvanlari ile iliskili MRSA enfeksiyonlart olmak iizere 3 baslikta
incelenmektedir (Gindonis ve ark., 2013). Hastane kaynakli MRSA’lar SCCmec
kasetleri iizerinde alt tip I-1I-III’i, toplumsal kaynakli MRSA’lar alt tip IV-V’i
icermektedir. Ciftlik hayvanlari ile iligskili MRSA’lar ise SCCmec tip Xl tizerinde yer
almaktadir (Dogan ve ark., 2018).

2.4.1.1. intrensek Direnc
2.4.1.1.1. Homojen Direng

Kolonideki tiim bakterilerin aktif mecA genine sahip olmalar seklinde
tanimlanmakta ve bu bakteriler yiiksek diizeyde diren¢ gostermektedir. Bu direncin
cevresel faktorler (ortamin pH’st, 1s1s1, tuz konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi) ile bir
baglantis1 bulunmamaktadir (Chambers, 1997; Biger, 2009).

2.4.1.1.2.Heterojen Diren¢

Bakterilerin tamami mecA geni tasimasina ragmen 10°-108 bakteriden yalniz
birinde yiiksek direng belirlenmektedir (Unal, 1996). Bunun mecA haricindeki genetik
elemanlarda meydana gelen mutasyonlardan ileri geldigine ve mecA genini kontrol
ettigi diistiniilen fem faktorleri (factor essential for methicillin resistance = fem A,
faktor X veya mecR, mecl) genleriyle bir iliskisinin olduguna ihtimal verilmektedir
(Unal, 1996). Heterojen direng cevresel faktorler ile iliskilendirilmekte olup, bu
nedenle tespitinin zorlastig1 bildirilmektedir. Heterojen direncin tam olarak ne sebeple

sekillendigi ise tam olarak bilinmemektedir (Chambers, 1997; Biger, 2009).



2.4.1.2. Simirda (Borderline) Metisilin Direnci

Bu mekanizma stafilokoklarin agir1 miktarda beta laktamaz tiretimiyle metisilini
parcalamasit seklinde meydana gelmektedir. Bakteri metisiline sinirda direng
gosterdiginden dolay1 bu mekanizma ile direng kazanan suslara borderline S. aureus
(BORSA\) adi verilmektedir (Willke, 1992). Beta laktamaz enzimini kodlayan genlerin
cogu plazmidlerde bulunmaktadir (Kaya, 2011). BORSA suslar1 PBP2a
olusturmamalar1 ve plazmide bagimli olmalari sebebiyle MRSA’lardan ayrilmaktadir
(Willke, 1992).

2.4.1.3. Mevcut PBP’lerde Beta-laktam Antibiyotik Afinitesinde Azalma ile

Olusan Metisilin Direnci

mecA geni tasimayan ve beta laktamaz negatif olan stafilokoklarda, PBP’lere
baglh metisiline duyarliliklarinin azalmasi seklinde direng tespit edilmis ve bu
stafilokoklara Moderately resistant S. aureus (MODSA) adi verilmistir. PBP’lerde
nokta mutasyonlar1 ya da PBP4’{in asir1 yapiminin bu dirence sebep olabilecegi

diistiniilmektedir (Willke, 1992; Rice ve ark., 2003).

2.5. Antiseptiklere Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler antibiyotiklere direng mekanizmalarina benzer sekilde antiseptik ve
dezenfektanlara da diren¢ gelistirirler (Caglar, 2005). Biyositler (antiseptik ve
dezenfektanlar) patojen mikroorganizmalarin yayilmasini dnlemek amaciyla gesitli
alanlarda kullamlmaktadir (ignak, 2012). MRSA, antibiyotiklerin yani sira
antiseptiklere de direng gostermektedir (Aykan ve ark., 2013). Ancak biyositler
antibiyotiklerin aksine birden ¢ok hedefe yonelik aktivite gostermektedir. Hiicre igine
dezenfektan madde girisini engelleyen sistemlerde bulunmaktadir. Permeabilite
degisiklikleri  hiicre icerisinde biyositlerin birikmesini engelleyerek direng
olusturmaktadir. Bu hiicredeki permeabilite; hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisindaki
degisiklikler, dis membran ultrastriiktiiriindeki degisiklikler, dis membranin protein
kompozisyonundaki degisiklikler ve dis membran yag asidi kompozisyonundaki

degisikliklerden etkilenmektedir. Biyositlere kars1 diren¢ mekanizmasinda 6nemli bir
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rolii olan “Multidrug efflux (MDR)” sistemleri bakterilerde bulunur ve birgok farkl
yapidaki maddeyi hiicre disina atmay1 saglayan sistemlerdir (Caglar, 2005). Bakteriyel
duyarliligin azalmasina bir dizi efflux pompas1 proteinin etkinligi bilinmektedir. Bu
irtinlerden olan kuaterner amonyum proteinleri bunlardan biridir (Caglar, 2005).
Yapilan ¢alismalara gére, MRSA suslarinin povidion-iyot, klorheksidin, kuaterner
amonyum bilesikleri gibi maddelere direngli oldugu saptanmistir (Ath, 2007;
Nakipoglu ve ark., 2012). S. aureus suslarinda, bu antiseptik maddelere direng
olusumundan sorumlu genler “gac (quaternary ammonium compounds) genleri”
olarak adlandirilmistir (Nakipoglu ve ark., 2012). Stafilokoklarin kuaterner amonyum
bilesiklerine direngleri, plazmidler iizerinde bulunan gac genleri (gacA, gacB, gacC
(smr), gacG, gacG, gacH ve gacJ) tarafindan kodlanmakta olup (Jaglic ve Cervinkova,
2012), stafilokok tiirleri arasinda aktarilabilecegi bildirilmistir (Russell, 1997). gac
genlerinin [gacA, gacB ve gacC (smr)] ilk olarak insan kaynakli S. aureus suslarinda,
ardindan yiyecek ve yiyecek iiretim ortamlarindan izole edilen stafilokok tiirlerinde
saptandigi bildirilmistir (Nakipoglu ve ark., 2012). MRSA suslarinda gacA/B geni,
dezenfektan ve antiseptik direnci ile yiiksek derecede iligkilidir. gacA/B direng genleri
plazmidler {izerinde tasindigi i¢in, bu genlerin bulunmasi ayn: zamanda antibiyotik
direnci ile de iligkili olabilmektedir (Aykan ve ark., 2013). Staphylococcus spp.
suslarinin gac direng genlerini plazmidler araciligi ile diger bakterilere de
aktarabilecegi ongoriilmektedir (Ignak, 2012). Bdylece antiseptiklere direncin de,
antibiyotiklere direng gibi gelecekte dnemli bir problem olarak karsimiza g¢ikacag:

diistiniilmektedir.

Biyositlerin yanlis kullanimimin (kullanim sikligi, yogunluk, siire, sicaklik)
diren¢ gelisimine zemin hazirladigl, ayrica mikroorganizmalarin adaptasyon
yetenekleri ile antiseptik ve dezenfektanlara da direng kazandig: bilinmektedir (Caglar,
2005). Biyositlere direngli bakteriler antibiyotiklere daha az duyarlilik gostermektedir
(Weber ve Rutala, 2006; Aykan ve ark., 2013). Stafilokok plazmidleri ile aktarilan
aminoglikozid, eritromisin, trimetoprim gibi ¢esitli antibiyotiklere direng genleri ve
gac direncinden sorumlu genler arasinda bir iligski oldugu belirtilmistir (Noguchi ve
ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda, gacA/B genleri, MRSA suslarinda %2-80, metisiline
duyarli S. aureus (MSSA) suslarinda ise %2-12 oraninda saptanmustir (Mayer ve
ark., 2001; Miyazaki ve ark., 2007; Opacic ve ark., 2010; Longtin ve ark., 2011).
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Biyosit direnci dogal (intrensek) direng ve kazanilmig direng olmak iizere baslica
iki sekilde olusmaktadir (Ignak, 2012).

2.5.1. Dogal (intrensek) Direnc

Bakterinin dogal yapisinda bulunan enzimler tarafindan biyosit lize edilerek
hiicreden disar1 atilir ve bu sekilde hedef bolgede etki edebilecek yogunluga
ulasamayan biyosite kars1 direng sekillenir. Intrensek diren¢ kromozomlar tarafindan
sekillenmektedir ve ¢ogunlukla Gram negatif bakteriler, sporlar ve mikobakterilerin
bu mekanizma ile diren¢ kazandigi rapor edilmistir (Maillard, 2007). Gram negatif
bakterilerin magnezyum igerikli giiclii baglara sahip olmasinin hiicre igerisine biyosit
alinma oranmi azalttig1 aciklanmaktadir (Ignak, 2012). Intrensek direng icerisinde
bulunan bir diger mekanizma ise, fizyolojik adaptasyon sonucu sekillenen biyofilm
olusumudur. Cansiz yiizeyler ya da canli hiicreler ile bakterinin temasi biyofilm
tabakasinin olusumuna sebep olmaktadir (Cappitelli ve ark., 2014). Biyofilm
icerisindeki bakteriler sivi ortamdaki bakterilere oranla antiseptiklere daha fazla direng
gostermektedir. Biyofilm tabakasi bakterinin hiicre duvarmin biyosit ile temasin
engellemektedir. Biyofilm tabakasina sahip bakterilerin tabaka uzaklastirildiktan
sonra siv1 kiiltiire birakilmasi ile biyositlere duyarli hale geldikleri gdsterilmistir
(Kartal, 2007). Biyofilm tabakas1 varlig1 ile olusan dirence genellikle Gram negatif
bakterilerde ve Candida spp.’de rastlanmaktadir (Russel, 2004; Caglar, 2005;
Maillard, 2007).

2.5.2. Kazamilmis Direng

Kazanilmis direng, hareketli genetik elemanlar (plazmid, transpozon) veya

mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir (Russel, 2004). Hedef bdlge mutasyonuna baglh

direng gelisimi oldukg¢a nadirdir. Bunun nedeni olarak, dezenfektanlarin bakteri hiicresinde etki

gosterebilecegi birgok hedef molekiiliiniin bulunmas1 gdsterilmektedir (Caglar, 2005; Ignak,

2012). Klorhekzidin, diamidin, kuaterner amonyum, etidyum bromiir, akridin bilesiklerine S.

aureus’un direng gelistirdigi ve bu dirence plazmid iizerinde taginan gac genlerinin (gacA,

gacB, smr (gacC, gacD, ebr) sebep oldugu bilinmektedir (McDonnal ve Russel, 1999; Weber

ve Rutala, 2006).
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Biyosit direnciyle iliskilendirilen gacA, gqacB, smr genlerine ilk defa insandan izole
edilen S. aureus ve KNS suslarinda rastlanmis, gida sektoriinde de bu genlere sahip
suslarin mevcut oldugu bildirilmistir (Lyon ve Skurray, 1987; Heir ve ark., 1999).
Stafilokoklar haricindeki Gram pozitif bakterilerin plazmid direnci heniiz

bildirilmemistir (Caglar, 2005).

2.5.2.1. gqacA/B Diren¢ Mekanizmasi

Antiseptiklere kars1 direngte tanimlanan ilk genetik determinantin gacA geni
oldugu bildirilmektedir (Lyon ve Skurray, 1987). Antiseptik diren¢ genleri olarak
bilinen gacA ve gacB genleri “Major facilitator (MF)” ailesi proton bagimli efluks
pompa proteini kodlamaktadir (Weber ve Rutala, 2006). Efluks pompalarinda gorevli
genleri ise cogunlukla plazmidler kodlamaktadir (Caglar, 2005). gqacA’nin iirettigi
protein; agir metal ve beta laktam diren¢ plazmidlerinde kodlanmaktadir. Bu protein
genellikle pSKI1 multidireng plazmid ailesi c¢ogul ilag direng plazmidleri ile
taginmaktadir. Cogul ilag transport proteinlerinden olan major facilitator (MF) siiper
ailesi, cesitli substratlarin tasinmasinda gorevlidir. gac proteini MF ailesininin 14
transmembran segment (TMS) igceren proteinlerinden biridir. (Putman ve ark., 2000;
Mayer ve ark., 2001; Kumar ve Schweizer, 2005; Hassan ve ark., 2007). gacB ise
monovalen organik katyonlarin hiicre disina atilmasinda gorevlidir. Birgok plazmidde
bulunmakla birlikte agir metal direnci ile iliskilendirilen psK23 plazmidi ile
taginmaktadir (Poole, 2002; Poole, 2005). gqacA ve qacB genleri arasinda tek
aminoasitlik fark oldugu, bu nedenle de PZR’da iki genin ayr1 ayr tespit edilemedigi
bildirilmektedir (Paulsen ve ark., 1996). Efluks pompalart “multidrug efflux (MDR)”
sistemleri adiyla taninmaktadir ve benzalkonyum kloriir, setrimit, klorhekzidin gibi

cesitli biyositlerin hiicre disina atilmasini saglamaktadir (Caglar, 2005).

2.5.2.2. smr Diren¢ Mekanizmasi
smr geni stafilokok tiirlerinde konjugatif olan ve olmayan plazmidler {izerinde

tasinmaktadir. Kuaterner amonyum bilesiklerine ve etidyum bromiir gibi boyalara

direnci smr geninin varligi ile iliskilendirilmektedir.
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smr geninin, gacC, gacD ve ebr genleri ile ayn1 oldugu sekans analizlerinde
dogrulanmistir (Poole, 2002; Poole, 2005). Bu direng, small multidrug resistance (smr)
ailesi efluks pompa proteinlerinin pSK89 veya pSK41 gibi biiyiik ve kii¢iik plazmidlerde
kodlanarak taginmasi ile kazanilmaktadir (Lyon ve Skurray, 1987; Grinius ve ark., 1992;
Sasatsu ve ark., 1995).

2.6. Antiseptik Direncinin Diinya’daki Durumu

Diinyanin farkli bir¢ok bolgesinde, insan (Noguchi ve ark., 1999; Mayer ve ark.,
2001; Alam ve ark., 2003; Miyazaki ve ark., 2007; Smith ve ark., 2008; Vali ve ark.,
2008; Wang ve ark., 2008; Opacic ve ark., 2010; Longtin ve ark., 2011) ve
hayvanlardan (Ebner ve ark., 2013; Monecke ve ark., 2013; Wong ve ark., 2013;
Turchi ve ark., 2020) izole edilen S. aureus izolatlarinda kuaterner amonyum
bilesiklerine direncin ortaya konulmasina yonelik c¢ok sayida arastirma rapor

edilmistir.

Mayer ve ark. (2001) 1997-1999 yillan igerisinde 14 Avrupa iilkesinin 24
tiniversite hastanesinden rastgele 6rnekler toplamislardir. Kan kiiltiirlerinden, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarindan izole ettikleri 297 MRSA ve 200 MSSA susunda
yaptiklari caligmada, MRSA’larin 186’sinda gacA/B ve 19’unda smr, MSSA’larin ise
24’tinde gacA/B ve 10’unda smr diren¢ geni saptamiglardir. Vali ve ark. (2008)
Iskogya’da 120 MRSA’nin 10’unu gacA/B, 53’iinii smr direngli bulmustur. Opacic ve
ark. (2010) Belgrad Hastanesi’nden izole ettikleri 50 MRSA izolatinin 16’siin, 50
MSSA’nin ise yalniz bir tanesinin qacA/B pozitif oldugunu saptamislardir. Longtin ve
ark. (2011), Kanada’da iki yogun bakim iinitesinden 4 y1l boyunca izole edilen 334
MRSA izolatinin 7’sinde qacA/B ve 23’linde smr geni tespit etmistir. Brezilya devlet
hastanelerinden 2002-2003 yillarinda izole edilen 74 MRSA susunun %80’inin qacA/B
geni bulundurdugu bildirilmistir (Miyazaki ve ark., 2007).

Japonya’da 522 Kklinik S. aureus susu ile yapilan ¢alismada, MRSA suslarinin
%32,6’s1 qacA/B ve %3,3’i smr, MSSA suslarinin ise %7,5’inde qacA/B ve %5,9’unda

smr geni saptanmistir (Alam ve ark., 2003).
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Cin’ de 2003-2004 yillarinda yapilan bir galismada bes farkli hastaneden
toplanan 131 klinik MRSA susunun 80’inde gacA/B geni varligi belirlenmistir (Wang
ve ark., 2008). ingiltere’de 2008 yilinda izole edilen hastane ve toplum kaynakl1 94 S.
aureus susunun %14,89’unda gacA, %4,26’sinda ise smr gen varlig bildirilmistir
(Smith ve ark., 2008). Asya’nin 11 farkli {ilkesinden ¢esitli 6rneklerden izole edilen
894 MRSA susunun 344’iinde gacA/B, 28’inde hem smr hem gacA/B genlerinin
bulundugu agiklanmistir (Noguchi ve ark., 1999) Stafilokok tiirlerinde gacA/B
genlerinin yaygin oldugu, Avrupa ve Asya’da MRSA izolatlarinda 6zellikle bu gen
ciftine siklikla rastlandig: bildirilmistir (Noguchi ve ark., 2006; Wang ve ark., 2008;
Schlett ve ark., 2014). gacA/B geninin goriilme oranlari Asya kitasinda %41,61,
Kanada’da %2, Brezilya’da %80 ve Iskogya’da %8,3 olarak rapor edilmistir (Noguchi
ve ark., 2005; Miyazaki ve ark., 2007; Vali ve ark., 2008; Longtin ve ark., 2011).

S. aureus izolatlarinin kuaterner amonyum bilesiklerine direnci farkli hayvan
tiirlerinde saptanmistir. Bjorland ve ark. (2001) 10 y1l boyunca mastitisten korunma
amaciyla her giin kuaterner amonyum bilesikleri igeren bir meme basi kremi kullanan
bir igsletmeden izole edilen S. aureus izolatlarindan 3 tanesinin penisilin, tetrasiklin ve
gac direncli S. aureus oldugu, ayrica ve 3 izolatin Smr geni tasiyan plazmide sahip
oldugu bildirilmistir (Bjorland ve ark., 2001). Ebner ve ark. 2012 yilinin Eyliil-Kasim
aylar1 arasinda Isvigre’de bulunan iki mezbahadan tavuk karkaslarinm boyun derilerini
toplamislar ve bu Orneklerden 34 adet stafilokok izolati elde etmiglerdir. Yaptiklar
caligsma ile izolatlarin %65’inin DNA mikroarray analizi ile smr genine sahip oldugunu
belirlemislerdir (Ebner ve ark., 2013). Baska bir benzer c¢alismada da tavuk
karkaslarindan izole edilen 131 adet MRSA izolatinda ayni analiz yontemi ile 15’inde
smr gen varligi bildirilmistir (Monecke ve ark., 2013). Wong ve ark. (2013) domuz
karkaslarindan izole ettikleri 100 MRSA izolatinin 45’inde PZR ile smr geninin
bulundugunu rapor etmislerdir. Italya’nin Toskana bdlgesinde yapilan ¢alismada ise
120 adet kiigiikbag hayvanin tank siitiinden izole edilen 73 KNS izolatinin %12,3{inlin

gac genlerine ve %9,6’simim smr genine sahip oldugu belirtilmistir (Turchi ve ark., 2020).
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2.7. Antiseptik Direncinin Tiirkiye’deki Durumu

Tiirkiye’de antiseptik direncini ortaya koymaya yonelik ilk arastirma 2006
yilinda Gazi Universitesi'nde Aykan ve ark. (2013) tarafindan yapilmistir.
Arastirmacilar 69 MRSA insan izolatinin 8’inde qacA/B geni saptamislardir. Istanbul
Universitesi'nin Tip Fakiiltesinde Nakipoglu ve ark. (2012) tarafindan yapilan
calismada idrar, burun sivabi, apse gibi ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 50
MRSA izolatinin 18’inde smr ve 50 MSSA’nin 2’sinde gqacA/B direnci belirlenmistir.
Ignak ve ark. (2012) Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi kliniklerinden Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina gonderilen 6rneklerden izole ettikleri 69 enterokok
ve 69 stafilokok izolatinda antiseptiklere direnci arastirmislar, 10 MRSA izolatinin
I’inde ve 19 MSSA izolatinin 3’linde smr geni bildirmiglerdir. Ayni arastirmacilar
enterokoklarda ise direng genlerini tespit edemediklerini rapor etmislerdir (Ignak ve

ark., 2012).

Hatay’da 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, subklinik mastitisli kegilerden
izole edilen 30 stafilokok susunda PZR ydntemi ile ¢esitli antibiyotik ve antiseptik
diren¢ genlerinin varlig1 arastirilmistir. Izolatlarm 2’sinde mecA ve 1’inde gacA/B
direng geni tespit edilmig, Smr genine ise rastlanmamistir (Cantekin ve ark., 2019).
Akin ve ark. (2020) tavuk karkasindan, sigir tank siitiinden, klinik mastitisli sigirlardan
ve peynirlerden izole ettikleri 90 stafilokok izolatinda PZR ile %22 smr, %18.8 ise
gacA/B geni saptamistir. Bu calisma ile klinik mastitisli sigirlarda ve peynirlerde
gacA/B’ye, tavuk karkaslarinda ise smr direng genine rastlandigi belirtilmistir (Akin
ve ark., 2020).

Bischoff ve ark. (2012) siit ve siit {riinlerinden, ciftlik hayvanlarinin
diskisindan, hastanede yatan insanlarin kan ve diskisindan izole ettikleri Enterococcus
faecalis izolatlarinda gac genlerini PZR yéntemi ile arastirmiglardir. Insan kanindan
ve sigirdan izole edilen suslarda qacA/B, insan digkist ve peynirden izole edilen
suslarda ise smr gen varligin1 bildirmiglerdir. Bu ¢alisma gacA/B geninin tespit

edildigi ilk ¢alisma olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir (Bischoff ve ark., 2012).
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Plazmid ve transpozonlar gibi hareketli genetik elemanlar sayesinde bakteri
tirleri arasinda direng aktarimmin gerceklestigi bilinmektedir (Eraksoy, 2011).
Vankomisin direncinde de goriildiigii gibi ozellikle stafilokoklar ve enterokoklar
arasinda aktarim yaygindir bu sebeple enterokoklarda da antiseptik direng genlerinin

tespit edilmis olmasinin direng yayilim riskini arttiracagi diisiiniilmektedir (Derbentli,
2005).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Siit Ornekleri

Calisma Eyliil 2022-Haziran 2023 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Burdur ili
ve ¢evre koylerinde mastitis problemi olan sigir, koyun ve kegi isletmelerinden her
hayvan tiirii igin en az 5 farkl isletmeden ve her isletmeden 10-25 adet hayvanin tim
memelerinden siit 6rnekleri alindi. Toplamda 19 farkli isletmeden 257 hayvandan (90
s1g1r, 60 koyun, 107 kegi) 694 siit drnegi toplandi. Isletmelerde hayvan sayilari 12-90
arasinda degismekteydi. Alinan siit orneklerinin ve alindiklari isletmelerin sayisi

Tablo 3.1°de verildi. Ornekler soguk zincir kosullarinda laboratuvara getirildi.

Bu arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar: Yerel
Etik Kurulu Bagkanligi'nin (MAKU- HADYEK/ 2017-314) onay: ile gergeklestirildi.
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Tablo 3.1. Siit 6rneklerinin alindig1 isletmeler ve drnek sayilari

Hayvan Ciftlik No  Tlge-Kdy Hayvan Ornek Siirii
Tiirt Sayisi Sayisi Biyiikliigii
Inek 1 Merkez 15 60 15
Inek 2 Bucak 21 84 37
Inek 3 Bucak 16 64 30
Inek 4 Bayindir 12 48 25
Inek ) Bayindir 12 48 12
Inek 6 Karacaéren 14 56 20
Koyun 7 Halebi 12 24 38
Koyun 8 Halebi 12 24 39
Koyun 9 Merkez 12 24 45
Koyun 10 Merkez 12 24 35
Koyun 11 Bayindir 12 24 20
Keci 12 Cezaevi 16 32 85
Keci 13 Miisliimler 16 32 47
Keci 14 Mislimler 15 30 25
Keci 15 Soganl 12 24 66
Kegi 16 Soganli 12 24 90
Kegi 17 Ortiilii 12 24 30
Keci 18 Merkez 12 24 34
Kegi 19 Merkez 12 24 25
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3.1.2. izolasyonda Kullamlan Besiyerleri

Kanh Agar (Oxoid, UK)
Lab-1emMCO tOZU. ......ccveveiiiiiiee 109
NoOtralize PEPLON........cevvvvriiieiieie e 10¢g
SOAYUM KIOTIL. ... eeveieieiireiccieesie e 59
A, oo 159
DISHIE SU. ..o 1000 mi

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 7,3 + 0,2’ye ayarland.
Otoklavda 121°C’de 20 dakika (dk) steril edildi ve besiyeri 50°C’ye sogutulduktan
sonra igerisine %5-10 defibrine koyun kani eklendi ve steril petrilere 25-30 ml

dagitildi.

MacConkey Agar (Merck, Almanya)

PEPTON. ..o 209
LaKLOZ. ..ot 109
Safratuzlari.......cccoooviiiiici 59
NaClO2 (Sodyum KIOFit) ......cccevveieriieieiiicceeeeee, 59
DA Le] 521 =10 IR 0,075 mi
AGA. 12 ¢
DiStIle SU. ..o 1000 ml

Igerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 7,1 + 0,2’ye ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C*ye sogutulduktan sonra
steril petrilere 25-30 ml dagitildu.

Nutrient Agar (Oxoid, UK)

Lab-1emCo tozZu. .. ...cooveiiiiee 19
Maya eKStraktl .......cccoovverrieniinieree e 290
Pepton... .o, 59



SOAdYyUM KIOFit.....ccveiiececc e 590
DiStile SU. .. ooeiieic 1000ml

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 7,4 + 0,2’ye ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C*ye sogutulduktan sonra
steril petrilere 25-30 ml dagitildu.

Mueller-Hinton Agar (Merck, Almanya)

EtinflUzyonu. .. ....ccooveiiiiie 29
Kazein hidrolizatl........cooeeeeeeee e 175¢g
B T ] - H SRR 15¢9
DISHHE SU. .. o 1000 ml
AGAI QZAT. .. oo 139

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 7,4 + 0,2’e ayarland.
Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C‘ye sogutulduktan sonra
steril petrilere 25-30 ml dagitild.

Brain Heart Infusion Sivi Besiyeri (BD, Almanya)

Beyin-Kalp infizyonu ...........ccocoeiiiiniiiinseee, 609
Hayvan dokularimin peptik dijesti..........cccevriiiniiiiininnnn, 69
DEKSIIOZ......c.eieiieiieeie e 39
SOAYUM KIOFIt ..o 50
Kazeninin pankreatik dijesti............ccccooveviiiiieiie e, 1459
Disodyumfosfat. .. .....cccoeieriiiiiiiiiiee 250
DiSHIE SU. ..o 1000 ml

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 7,4 + 0,2’ye ayarlandh.
Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C‘ye sogutulduktan sonra
steril tliplere 2-3 ml dagitildi.

21



DNase Agar (Oxoid, UK)

LI ] 0] (0 2SRRI 20 ¢
DeoksiribontkIeik @Sit..........ccovvvereiienineiieienie e 20
SOAYUM KIOTIL. .. e 50
AGAT. .. oo 129
DiStile SU. .. oveieieciicc 1000 ml

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 25°C’de 7,3 + 0,2’e
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C‘ye
sogutulduktan sonra 90 mm capinda steril petrilere 25-30 ml dagitildu.

Mannitol Salt Agar (MSA) (Oxoid, UK)

Lah- LEMCO tOZU. .. ..uvvueeniiniiie sttt 1lg
PePLON. .. o 109
MANNILOL. . . 109
SOAYUM KIOTIL. ... ovvivieiieiieieie e 75¢
FENOI KITIMIZIST .ttt ettt 0,025¢
AGAT. .. i 15¢g
DISHHE SU. .. v 1000ml

Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 25°C’de 7,5 £ 0,2’e
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C‘ye
sogutulduktan sonra 90 mm ¢apinda steril petrilere 25-30 ml dagitildu.

Trypton Soya Broth (TSB) (Oxoid, UK)

Kazeinin pankreas SINdirimi .........cocooeviieniiinnieeeee s 17¢g
Soya fasulyesinin enzimatik sindirimi. .. .......ccccccoeeiiiieiininninninennns 309
SOAYUM KIOFIE ..o 5¢
Dipotasyum hidrojen fosfat... ......cccooriniiiiiiie e, 2549
GIUKOZ ... 2590
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Icerik distile suya ilave edildikten sonra eritildi ve pH 25°C’de 7,3 + 0,2’¢
ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edildi ve besiyeri 45-50°C‘ye

sogutulduktan sonra steril tiiplere 2-3 ml dagitildi.

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Elektroforez Jel Tanki

Elektrik akimi yardimu ile niikleik asitlerin ayrigsmasini saglamak amaciyla
kullanildi (Serva, BM100, Ingiltere).

Etiiv

Bakterilerin izolasyon ve identifikasyon siirecinde bakterilerin tireyebilmeleri

icin gerekli kosullar1 saglamak amaciyla kullanildi (Thermo Scientific, ABD).

Goriintiileme Cihazi

Ultraviyole 15181 altinda jelde yiiriitilen DNA  fragmentlerinin
goriintiilenebilmesi i¢in kullanildi (EDAS 290, Kodak, ABD).

Giic Kaynad

Elektroforez jel tankinin niikleik asitleri ayristirmasi ve DNA’y1 yiiriitebilmesi

igin gerekli elektrik akimini saglamak amaciyla kullanildi (Teko, Italya).

Fotograf Makinasi

Goriintiileme cihazi ile goriintiilenen {irlinlerin fotograflanarak bilgisayara

aktarilmasi i¢in kullanildi (Digital Graphic Printer, Kodak, ABD).
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Is1 Dongii Cihaz1 (Thermal cycler)

Genomik DNA’nin istenen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi (Biorad,
T100, Almanya).

Jel Elektroforez Unitesinin Taraklari

Jel tizerinde 7pl hacim alan vel6 adet kuyucuk agan 1-2 mm kalinliginda 2

adet tarak kullanildi (Scie-plas, HU10, ingiltere).

Manyetik Karistiric

Besiyerlerinin hazirlanmasi sirasinda eklenen toz besiyerlerinin tamamen

erimesi amaciyla kullanildi (Isolab, Almanya).

Mikrodalga Firmn

Agarozun Tris Asetat EDTA (TAE) igerisinde erimesi igin gerekli 1siy1
saglamak amaciyla kullanildi (Beko, Tiirkiye).

Otoklav

Cam malzemelerin ve besiyerlerinin steril edilmesi i¢in kullanildi (Hirayama,

Japonya).

Otomatik pipetler

0,5-10 ul, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul’lik otomatik pipetler
kullanildi (Thermo Scientific, Finlandiya).

PZR Kabini

PZR uygulamalarmin steril ortamda yapilabilmesi i¢in kullanildi (Biosan,

Riga, Letonya).
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Primerler

S. aureus’un dogrulanmasi, metisiline ve antiseptiklere direng genlerinin

gosterilmesi i¢in kullanildi (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. S. aureus, metisiline direng ve antiseptiklere direnci kodlayan genler,
primer dizisi ve PZR {iriinleri.

Primer Primer dizisi PZR irunti  Referans
(bp)

nuc 5’-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3 279 bp Aksakal ve
5’-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3 ark. (2022)

mecA 5’-CCT AGT AAA GCT CCG GAA-3 314 bp Ardic ve
5’-CTA GTC CAT TCG GTC CA-3 ark. (2006)

mecC 5’-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3 138 bp Stegger ve
5’-GAAGAT CTTTTCCGTTTTCAGC-3’ ark. (2012)

gacA/B  F-5’-CCTTTTAATGCTGGCTTATACC-3’ 220 bp Akin ve ark.
R-5’-AGCCKTACCTGCTCCAACTA-3 (2020)

smr 5’-GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT-3 249 bp Akin ve ark.
5’-ATGCGATGTTCCGAAAATGT-3’ (2020)

bp: baz cifti

Safe Dye

Jel elektroforez asamasinda PZR f{irtinlerinin, %]1,5 agarozda safe dye boyasi
ilave edilerek DNA’nin ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmesi i¢in kullanildi (Jena

Bioscience, Almanya).

Tartim Cihazi

Besiyerleri, agaroz ve kimyasal maddelerin gerekli miktarlarda

hazirlanabilmesi i¢in kullanildi (Sartorius, Almanya).
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Vorteks

Koleksiyon tiiplerindeki siispansiyonu karigtirarak homojenize etmesi igin

kullanildi (MS1 Minishaker IKA, ABD).

3.1.4. Cahismada Kullamlan Kimyasallar ve Tampon Soliisyonlar

Agaroz

DNA fragmentlerinin elektroforez tankinda yiiriitiilmesi igin lineer bir polimer
olan agaroz %]1,5 olacak sekilde distile suda hazirlanarak kullanild1 (Sigma-Aldrich
Low EEO, 9012-36-6, ABD).

Elektroforez Tamponu

Jel ortaminda DNA’nin hareketinin saglanabilmesi i¢in 10xTAE buffer
soliisyonu 1’e 9 oraninda distile su ile hazirlanarak kullanildi (Thermo Scientific,

ABD).

Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti

S. aureus olarak identifiye edilen bakteri kolonilerinden genomik DNA
ekstraksiyonu i¢in hazir ticari kit kullanildi (NucleoGene Genomic DNA Extraction

Kit, Tirkiye).

Katalaz Test Ayiraci

DIStHE SU. oo 1000 ml

Stok %30’luk H202 (Sifa Kimya, Tiirkiye)1l ml tizerine 9 ml distile su eklenerek

%3 liik test ayiraci hazirlandi.
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Marker

Elektroforezde yiiriitiilen DNA’larin ve kalip DNA’nin biiyiikligiinii 6l¢mek
icin 100 bp’lik marker kullanildi (Thermo Scientific, ABD).

PZR Master Mix

Polimerizasyon reaksiyonu i¢in igerisinde dNTP ve yliksek 1siya dayanikli

enzim olan Taq DNA polimeraz olan karisim kullanildi (Thermo Scientific, ABD).
Yiikleme Soliisyonu

DNA o6rnegi ile karistirilarak jelde yiiriitme saglamak icin kullanildi (6x
Loading Dye, NM0410 Thermo Scientific, ABD).

3.2. Yontem
3.2.1. Siit Orneklerinin Toplanmasi

Burdur ili ve merkez kdylerinde mastitis problemi bulunan sigir, koyun ve kegi
isletmelerindeki hayvanlardan siit 6rnekleri toplandi. Bu amagla, meme uglart %70
alkolle silinerek temizlendi, birkag damla disar1 sagildiktan sonra her meme lobundan
olmak tizere ayr1 ayri steril tiiplere 5-10 ml siit 6rnegi alindi. Her tiipiin iizerine alindig1
hayvan ve meme lobuna dair bilgiler yazildi. Siit 6rnekleri soguk zincir altinda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarina getirildi.
3.2.2. S. aureus’un Izolasyon ve identifikasyonu

Siit 6rnekleri %5-7 defibrine koyun kani igeren kanli agar (Merck, Almanya)
ve MacConkey agar (Merck, Almanya)’a ekildi. Petriler aerobik ortamda 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Ureyen koloniler koloni morfolojisi, Gram boyama, katalaz,
koagiilaz, DNase gibi konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle S. aureus olarak

tanimland1 ve nutrient agara pasajlar1 yapildi. Saf kolonilerden gliserin i¢eren Brain
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Heart Infusion broth (BHIB)’a alinarak DNA ekstraksiyonunda kullanilmak iizere -
80°C’de saklandu.

3.2.2.1. Katalaz Testi

Lam fiizerine 1 damla test ayiract H2O2 damlatildi ve kanli agardan 6ze ile
alman slipheli S. aureus kolonisi test ayiracina degdirildi. Katalaz pozitif olan
bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirarak hava kabarciklari olusturdular.
Katalaz negatif olan bakterilerde ise herhangi bir degisiklik gézlenmedi (Bannerman,
2003; Alen ve ark., 2006).

3.2.2.2. Lam Koagiilaz Testi

Koagiilaz pozitif stafilokoklari, koagiilaz negatif stafilokoklardan ayirt etmek
icin uygulandi. Bu amagcla temiz lam iizerine yan yana olacak sekilde esit miktarda
fizyolojik tuzlu su (FTS) ve tavsan plazmasi (Millipore, ABD) konuldu. Oze ile alian
koloni dnce FTS ile sonrasinda tavsan plazmast ile karistirildi. Lam on saniye (sn) elde
dairesel hareketlerle dondiiriildii. Gozle goriilen beyaz kiimelesmeler koagiilaz pozitif
olarak kabul edildi (Bannerman, 2003; Alen ve ark., 2006).

3.2.2.3. Mannitol Fermentasyonu

Besiyerinin igerigindeki yiiksek tuz konsantrasyonu, bircok Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilerin iremesini engellemektedir. S. aureus siipheli koloniler 6ze
ile almarak MSA’a ekildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Mannitolden asit
olusturarak besiyerinin fenol kirmizis1 rengini sartya doniistiiren bakteriler S. aureus
olarak dogrulandi. Koloni etrafinda renk degisimi olmayan bakteriler ise Koagiilaz

negatif stafilokok (KNS) olarak tanimlandi (Bilgehan, 2000; Alen ve ark., 2006).

3.2.2.4. Deoksiriboniikleaz (DNase) Testi

S. aureus olarak tanimlanan koloniler DNase agara (Oxoid, UK) ekildi ve
37°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Kolonilerin {izerini kaplayacak sekilde 1N HCI
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eklendi. Birkag¢ dK igerisinde pozitiflik veren kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin

olusmasi pozitif olarak degerlendirildi (Bridson, 2006).

3.2.2.5. Antibiyotik Duyarhlik Testi

Biyokimyasal yontemler ile S. aureus olduklar1 belirlenen izolatlarin bakteri
kiltiirlerinden saf koloniler alindi. Her izolat i¢in ayr1 ayn tiiplere TSB dagitilarak
alinan saf koloniler TSB igerisine eklendi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu Miiller-
Hinton agarm her yerine ekiivyon ¢ubugu ile yayildi. Kurumasi beklendikten sonra
aralarinda 2 cm olacak sekilde antibiyotik diskleri amoksisilin klavulanik asit (Oxoid,
Ingiltere), 30ug sefaperazon (Oxoid, Ingiltere), 10ug penisilin G (Oxoid, Ingiltere),
30pg sefkuinom (Oxoid, Ingiltere), 10/10 pg ampisilin-sulbaktam (Oxoid,Ingiltere),
30pg sefoksitin (Oxoid, Ingiltere), 30ug oksitetrasiklin (Oxoid, Ingiltere), 30ug
seftiofur (Oxoid, Ingiltere), 30ug gentamisin (Oxoid, Ingiltere) ve 1ug oksasilin
(Oxoid, ingiltere) yerlestirildi, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi ve zon ¢aplar1 dlgiilerek
antibiyotik duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI) referans
degerlerine gore degerlendirildi (Jorgensen ve Turnidge, 2003; CLSI, 2013). S. aureus
ATCC 25923 susu kontrol olarak kullanildi.

3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Biyokimyasal testler ile S. aureus oldugu belirlenen izolatlarin DNA
ekstraksiyonu, ticari bir DNA ekstraksiyon Kiti (NucleoGene Genomic DNA
Extraction Kit, NGE0O1, Tiirkiye) kullanilarak yapildi. Kit igerisinden ¢ikan yikama
bufferlar kit prosediiriine gore hazirlandi ve DNA izolasyonu kit prosediiriine gore
uygulandi. Izolatlar nutrient agara pasaj gecildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Besiyerinde iireyen bakteriler 6ze yardimi ile 2 ml Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

iceren tiiplere alinarak 37°C’de 24 saat bekletildi ve ependorf tiiplerine aktarildi. 5000
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rpm’de 10 dKk santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi ve ardindan bakteriyel hiicre
peleti iizerine 100ul Tris EDTA (TE) ve 20ul lizozim (Sigma, ABD) eklenerek
37°C’de 30 dk karistirilarak inkiibe edildi. Uzerine 400 ul lizis buffer ve 20 pl
proteinaz K (Thermo Scientific, Litvanya) eklenerek 60 °C’de karistirilarak 30 dk
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 400ul binding buffer eklendi, karisim 15 sn vorteksle
karistirildi. Karisimdan 800ul spin kolonuna aktarilarak 10000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras tiipteki siv1 atild1 ve spin kolonu yeni tiipe transfer edildi. Spin
kolonuna 500ul Wash Buffer-1 eklenerek 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Daha
sonra spin kolonunun igerisinde bulunan tiip atilarak spin kolonu yeni koleksiyon
tiiptine yerlestirildi. Spin kolonuna 750ul Wash Buffer-11 eklenerek 10000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi, alttaki tiip atild1 ve spin kolonu yeni koleksiyon tiipiine yerlestirildi.
Bu islem 2 kez tekrarlandiktan sonra spin kolonu bir sey eklenmeden etanoliin
ayrigmasi amaciyla 10000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve steril 1.5ml mikrosantrifiij
tiptine yerlestirildi. Daha sonra spin kolonunun merkezine 200ul elution buffer
eklenerek oda 1sisinda 1 dk inkiibe edildi ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Elde
edilen DNA’lar -20°C’ye kaldirildi.

3.2.3.2. S. aureus’un PZR ile Dogrulanmasi

Biyokimyasal testler sonucunda S. aureus olarak tanimlanan izolatlar nuc genini
kodlayan primerler kullanilarak, PZR ile dogrulandi. Bu amagla 25 pl’lik PZR
karigimi, 5ul hedef DNA, 12,5ul PZR mastermix, 5,5ul PZR H20, 1ul primer R ve 1pul
primer F igerecek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon islemi 1s1 dongii cihazinda
95°C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 45 siklus (94°C’de 45 sn, 55°C’de
30 sn ve 72°C’de 45 sn) devaminda 72°C’de 7 dk seklinde uygulandi. PZR {iriinleri
%]1,5 agaroz jel igeren TAE (Thermo Scientific, ABD)’de safe dye ile boyanarak
yiriitiildii ve 279 bp’da olusan bantlarin ait oldugu izolatlar S. aureus pozitif olarak
degerlendirildi (Aksakal ve ark., 2022). Pozitif kontrolde S. aureus 25923 DNA’s1,

negatif kontrolde ise bidistile su kullanildi.
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3.2.3.3. S. aureus’un Metisiline Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

3.2.3.3.1. mecA Diren¢ Geninin Saptanmasi

PZR ile dogrulanan S. aureus suslarinda mecA gen varligi arastirildi. Bu gen
bolgesinin amplifikasyonu i¢in karigim Sul template DNA, 12,5ul PZR Mastermix,
5,5ul PZR H20, 1ul Primer F (100 pmol) ve Primer R (100 pmol) toplam hacim 25ul
olacak sekilde hazirlandi. Is1 dongii cihazinda 95°C’de 5 dk, 30 siklus (95°C’de 2 dk,
54°C’de 30 sn, 72°C’de 30 sn) devaminda 72°C’de 5 dk tutuldu. PZR {irtinleri %1,5
agaroz jel iceren TAE’de safe dye ile boyanarak yiiriitiildii ve 314 bp’da olusan
bantlarin ait oldugu izolatlar mecA pozitif metisilin direngli S. aureus (MRSA) olarak
degerlendirildi (Ardic ve ark., 2006). Pozitif kontrol olarak S. aureus 27 R, negatif

kontrol olarak bidistile su kullanildi.

3.2.3.3.2. mecC Diren¢ Geninin Saptanmasi

S. aureus izolatlarinda mecC gen varligin1 belirlemek i¢in amplifikasyon
karisimi Spl template DNA, 5,5ul PZR H20, 12.5u1 PZR mastermix, 1ul primer F
(100 pmol) ve primer R (100 pmol) toplam hacim 25ul olacak sekilde hazirlandi. Is1
dongii cihazinda 94°C 5 dk 6n denatiirasyon ve 30 siklus 94°C 30 sn, 59°C 1 dk, 72°C
1 dk ardindan 72°C 10 dk son zincir uzamasi gergeklestirildi. PZR firiinleri %1,5
agaroz jel iceren TAE’de safe dye ile boyanarak yiiriitiildii ve 138 bp’da olusan
bantlarin ait oldugu izolatlar mecC pozitif metisilin direngli S. aureus olarak
degerlendirildi (Stegger ve ark., 2012). Pozitif kontrol olarak S. aureus NCTC 13552

susu, negatif kontrol olarak bidistile su kullanild1.

3.2.3.4. S. aureus’un Antiseptiklere Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

3.2.3.4.1. gqacA/B ve smr Diren¢ Genlerinin Saptanmasi

gacA/B gen varliginin arastirtlmasi i¢in amplifikasyon karisimi 25ul hacimde
(5l DNA, 1ul her bir primer, 12,5ul master mix, 5,5u1 H20) hazirland1 ve
amplifikasyon 94°C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 94°C’de 45
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sn, 56°C’de 45 sn, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 10 dk gergeklestirildi. PZR iiriinleri %1,5
agaroz jel iceren TAE’de safe dye ile boyanarak yiiriitiildii ve 220 bp’da olusan
bantlarin ait oldugu 3 izolat qacA/B pozitif olarak kabul edildi (Akin ve ark., 2020).
Pozitif kontrol olarak dnceki ¢alismalarimizda elde edilen pozitif 6rneklerin DNA’s1,

negatif kontrol olarak ise bidistile su kullanildi.

smr gen varligi i¢in hazirlanan amplifikasyon karisimi da gacA/B amplifikasyon
karisimi ile ayni sekilde 25ul hacimde (Sul DNA, 1ul her bir primer, 12,5ul master
mix, 5,5ul H20) hazirlandi. Amplifikasyon 94°C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyon ile
baglayarak, 35 siklus 94°C’de 45 sn, 56°C’de 45 sn, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 10 dk
son zincir uzamasi ile sonlandirildi. PZR firiinleri %1,5 agaroz jel igeren TAE’de safe
dye ile boyanarak yiiriitiildii ve 249 bp’da bant olusturan 2 izolat smr pozitif olarak
kabul edildi (Akin ve ark., 2020). Pozitif kontrol olarak 6nceki ¢alismalarimizda elde

edilen pozitif 6rneklerin DNA’s1, negatif kontrol olarak ise bidistile su kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Izolasyon ve Identifikasyon Bulgulari

Calismada 694 adet siit drneginden 196 Gram pozitif kok elde edilirken,
18’inden Corynebacterium spp., ve 3’iinden Trueperella pyogenes izole edildi.
Biyokimyasal testlerle Gram pozitif kok oldugu belirlenen izolatlarin katalaz testi ile
(Sekil 4.1.) 149°u katalaz pozitif olarak belirlendi. Katalaz pozitif Staphylococcus spp.
izolatlarinin koagiilaz testi (Sekil 4.2.) ile 88’1 pozitif saptandi. Gram pozitif koklarin
75’1 S. aureus, 61’1 KNS, 13’1 Staphylococcus spp., 47’si Streptococcus spp. olarak
tanimlandi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Siit 6rneklerinden izole edilen bakteriler ve dagilimlari.

Bakteri Cinsi/Tiirii [zolat say1si %

S. aureus 75 34,56
Staphylococcus spp. 13 5,99
KNS 61 28,11
Streptococcus spp. 47 21,65
Trueperella pyogenes 3 1,38
Corynebacterium spp. 18 8,29

Sekil 4.1. Katalaz Testi Sekil 4.2. Koagiilaz testi.
Pozitif (1) ve negatif (2)
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Katalaz ve koagiilaz pozitif olan ve S. aureus olarak tanimlanan izolatlar MSA
besiyerine ekildi. Besiyerinin rengini degistirerek etrafinda sar1 zon olusturan 79 izolat
mannitol pozitif kabul edildi (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Mannitol Salt Agar’da Staphylococcus spp. izolatlar.

Mannitol pozitif 79 izolat DNase agara ekildi ve DNase enzimine sahip olan
75 izolatin besiyerindeki DNA’y1 parcalayarak kendi cevrelerinde seffaf zon
olusturdugu ve tiim yapilan biyokimyasal testler dogrultusunda 75 adet izolatin S.
aureus oldugu belirlendi (Sekil 4.4.). Bu izolatlarin 60’1 nuc genine spesifik primerler

kullanilarak S. aureus olarak dogrulandi.

Sekil 4.4. DNase agarda S. aureus izolatlar.
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S. aureus olarak dogrulanan 60 izolatin antibiyotiklere karsi
duyarhilik/direnclilik durumlar1 disk diflizyon yontemi ile CLSI (2013) referans
degerleri dikkate alinarak zon c¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirildi (Tablo 4.2.). Buna gore
S. aureus izolatlarinin 58 (%96,67)’1 gentamisin ve oksasiline, 56(%93,33)’s1
sefoperazon ve seftiofur, 55 (%91,66)’i sefoksitin, 54 (%89,99)’ti amoksisilin
klavulonik asit, 50 (83,33)’si oksitetrasikline duyarli bulunurken, 24 (%39,99)’i
sefkuinom, 21 (%34,99)’i penisilin, 9 (%14,99)’u ampisilin sulbaktama, 7 (%11,66)’si

oksitetrasikline direngli saptandi.

Tablo 4.2. S. aureus izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari.

Antibiyotikler S I R

Amoksisilin 54 - 6

klavulanik asit

Sefaperazon 56 3 1

Penisilin G 39 - 21
Sefkuinom 36 - 24
Ampisilin- 49 2 9

sulbaktam

Sefoksitin 55 4 1

Oksitetrasiklin 50 3 7

Seftiofur 56 1 3

Gentamisin 58 2 -

Oksasilin 58 - 2

S: Duyarly, I: Orta derece duyarli, R: Direngli
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4.2. PZR Bulgulan

Bu ¢alisma i¢in toplanan siit 6rneklerinden izole edilen ve biyokimyasal testler
ile S. aureus olarak tanimlanan 75 izolatin dogrulanmasi amaciyla nuc geni varligini
ortaya koymak i¢in PZR uyguland1 (Tablo 4.3.). Biyokimyasal testlerle S. aureus
olarak tanimlanan izolatlarin 60 (%80)’1nda nuc geni tespit edildi (Sekil 4.5.).

Tablo 4.3. S. aureus izolatlarinda nuc, mecA, mecC, smr, gacA/B genleri.

Gen Adi izolat sayis1 %
nuc 60 80
mecA 1 1,33
mecC 0 0
smr 2 2,67
gacA/B 3 4

Izolatlarin metisiline direngli olup olmadigini saptamak amaciyla spesifik
primerler kullanilarak mecA ve mecC gen varlig1 arastirildi. Sigir siit 6rneklerinden
izole edilen 1 S. aureus izolatinda mecA geni (%1,33) saptandi (Sekil 4.6.). Koyun ve
keci izolatlarinda mecA geni belirlenemedi. Calismada elde edilen izolatlarin

hi¢birinde mecC geni saptanamadi (Sekil 4.7.).
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279 bp 279 bp

Sekil 4.5. S. aureus izolatlarinda nuc gen varligi (M: marker (100 bp); NK: negatif
kontrol, distile su; PK: pozitif kontrol, S. aureus 25923 susu; 1-7: nuc pozitif S. aureus
izolatlari).

314 bp

Sekil 4.6. S aureus izolatlarinda mecA gen varligi (M: marker (100 bp); NK: negatif
kontrol, distile su; PK: pozitif kontrol, 27R S. aureus susu; 1: mecA negatif S. aureus
izolat1 2: mecA pozitif S. aureus izolati).

138 bp

Sekil 4.7. S. aureus izolatlarinda mecC gen varligir (M: marker (100 bp); NK: negatif
kontrol, distile su; PK: pozitif kontrol, NCTC 13552 S. aureus susu; 1-5 mecC negatif
S. aureus izolatlarr).

37



Bu caligmada, S. aureus izolatlarinin antiseptiklere direncini tespit etmek icin
gacA/B ve smr genleri i¢in spesifik primerler kullanilarak bu genlerinin varligi PZR ile
arastirildi. Sigir siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin 3 (%4)’tinde gacA/B gen
varligi1 belirlendi. Koyun ve kegi siitlerinden elde edilen izolatlarda bu gen saptanamada.
smr geni ise 1 koyun ve 1 sigir S. aureus izolatinda olmak tizere 2 (%2,67) izolatta
belirlendi. Higbir izolatta gacA/B ve smr geni birlikte saptanamadi. Bu ¢alismada
metisiline ve antiseptiklere diren¢ genleri ayni izolatta belirlenemedi (Sekil 4.8., Sekil

4.9.).

220 bp

Sekil 4.8. S. aureus izolatlarinda gacA/B gen varligi (M: marker (100 bp); PK: pozitif
kontrol, dnceki ¢alismalarimizdan elde edilen pozitif 6rnek DNA’s1; NK: negatif kontrol,
distile su; 1,2,5: gacA/B pozitif S. aureus izolatlari; 3,4: gacA/B negatif S. aureus izolatla

249 bp

Sekil 4.9. S. aureus izolatlarinda smr gen varligi (M: marker (100 bp); NK: negatif
kontrol, distile su; 1-6: smr negatif S. aureus izolatlari; 7: smr pozitif S. aureus
Izolat1
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5. TARTISMA

Tiim diinyada siit yonlii yetistiricili§in en 6nemli problemi olan mastitis, ciddi
ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir hastaliktir. Mastitisin etiyolojisinde 120°den
fazla bakteriyel, viral ve fungal mikroorganizma tiirii rol oynamaktadir (Zhang ve ark.,
2022). Sigir, koyun ve ke¢i mastitislerinden genellikle S. aureus izole edilmesine
karsin, KNS, Streptococcus spp., Enterococcus spp., T. pyogenes, Pasteurella spp.,
Pseudomonas spp., Mycoplasma spp., Bacillus spp., enterobakteriler ve
Corynebacterium spp., izolasyonlar1 da bildirilmistir (Ebrahimi ve ark., 2007; Sevinti
ve Sahin, 2009; Gebrewahid ve ark., 2012; Biiylikcangaz ve ark., 2013; Geng ve Kaya,
2015; Gokhan ve Giilaydin, 2020). Bu calismada da arastirmacilarin bulgularina
benzer olarak en fazla stafilokoklar izole edilmis, S. aureus’un en sik izole edilen etken
oldugu saptanmistir. Bununla birlikte sunulan ¢alismada KNS, Streptococcus spp., T.

pyogenes ve Corynebacterium tiirlerinin de izolasyonu yapilmistir.

S. aureus’un tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler (Gram boyama,
katalaz, koagiilaz, DNase testi, MSA’da iireme vb.) ve molekiiler yontemler siklikla
kullanilmaktadir. Baz1 aragtirmacilar fenotipik testlerin performansinda farkliliklar
bildirmisler, en az {i¢ fenotipik testin identifikasyonda kullanilmas: gerektigini ifade
etmislerdir (Kateete ve ark., 2010). S. aureus’un molekiiler teshisi PZR yontemleri ile
yapilmakta olup, genellikle femA ve nuc gibi genlerin varliginin gosterilmesi ile
yapilmaktadir (Unal ve ark., 1992; Turutoglu ve ark., 2009; Ozturk ve ark., 2019; Nalga
ve Giilhan, 2021; Aksakal ve ark., 2022). Baz1 arastirmacilar tarafindan S. aureus’un
molekiiler teshisinde nuc geninin tiire spesifik oldugu bildirilmis ve bir¢cok ¢alismada
identifikasyonda kullanilmistir (Gokdag ve Ciftei, 2021; Nalca ve Giilhan, 2021;
Aksakal ve ark., 2022; Roshan ve ark., 2022). Nalga ve Giilhan (2021) mastitisli sigir
stitlerinden izole ettikleri 140 adet Staphylococcus spp.’nin 42’sinde (%29,99),
Gokdag ve Ciftei (2021) 121 Staphylococcus spp.’nin 86’sinda (%71,07); Roshan ve
ark. (2022) 500 sig1r siitii 6rneginden izole ettikleri 56 S. aureus izolatinin 42 ‘sinde
(74,99); Aksakal ve ark. (2022) 40 Staphylococcus spp. izolatinin 19’unda (%47,5)

nuc genini saptadiklarini bildirmislerdir. Feyissa ve ark. (2023) laktasyon donemindeki
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258 hayvanin siit 6rneklerinden izole ettikleri 43 adet S. aureus izolatinin tiimiiniin;
Sheet (2022) ise 66 ornekten izole ettigi 23 S. aureus’un timiiniin nuc geni pozitif
(%100) oldugunu bildirmistir. Sunulan bu ¢alismada, konvansiyonel yontemlerle S.
aureus olarak tanimlanan 75 izolatin, nuc geni ile 60 (%80)’min S. aureus oldugu
dogrulandi. Bu durum fenotipik testlerin performansinda farkliliklar olabilecegini

gosteren arastirmalari desteklemektedir.

Tiim diinyada MRSA enfeksiyonlart insan ve hayvanlarda giderek artan bir
problemdir. Metisilin direncli izolatlar, bir¢gok antibiyotige dirence, dolayisiyla da
tedavide giicliiklere yol agmaktadir (Unal ve ark., 1992). MRSA enfeksiyonlar ¢iftlik
hayvanlarinda ekonomik kayiplara yol agmalarinin yani sira, insanlara bulasarak
enfeksiyonlara neden olmalar1 nedeniyle halk sagligi acgisindan da biiyiikk 6neme
sahiptir. S. aureus izolatlarinda metisilin direncinin belirlenmesinde PZR ile mecA
geninin saptanmasi, altin standarttir (Chambers, 1997). Tiirkiye’de ve diinyada inek
stitlerinden elde edilen S. aureus izolatlarinda metisilin direncini gostermeye yonelik
¢ok sayida galisma yapilmistir (Tiirky1lmaz ve ark., 2010; Pehlivanoglu ve Yardimci,
2012; Biiyiikcangaz ve ark., 2013; Unal 2013; Saym ve ark., 2016). Tiirkyllmaz ve
ark. (2010) mastitisli sigirlardan izole edilen 93 S. aureus izolatinin 16
(%17,20)’sinda, Pehlivanoglu ve Yardimci (2012) 65 S. aureus izolatinin 25
(%38,46)’inde, Biiylikcangaz ve ark., (2013) 151 S. aureus izolatinin 24
(%15,89)’iinde, Unal (2013) 60 S. aureus izolatinin 2 (%3.30)’sinde, Sayin ve ark.,
(2016) 150 S. aureus izolatmin 21 (%75)’inde PZR ile mecA geni saptadiklarini
bildirmislerdir.

Keci siitlerinden izole edilen S. aureus izolatlarinda da metisilin direncini
belirlemek i¢in mecA gen varligi arastirilmistir (Cortimiglia ve ark., 2015; Ozturk ve
ark., 2019; Bhagya ve ark., 2022). Cortimiglia ve ark. (2015) kegi tank siitii
orneklerinden izole edilen 85 S. aureus izolatinin 4 (%2.0)’tinde, Bhagya ve ark.
(2022) mastitisli 66 kegiden izole edilen 10 S. aureus izolatinin 2 (%3.03)’sinde mecA
geni saptamiglardir. Ozturk ve ark. (2019) ise mastitisli kecilerden toplanan siit
orneklerinden izole edilen 43 S. aureus izolatinda mecA geni belirlemediklerini

bildirmislerdir.
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Subklinik mastitisli koyunlardan izole edilen S. aureus izolatlarinda mecA gen
varligin1 gostermeye yonelik az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Seker ve ark., 2019;
Rahbarnia ve ark., 2023). Seker ve ark. (2019) Pirlak koyunlarindan toplanan 464 siit
orneginden 13 S. aureus izolasyonu yapildigini, 3’iinde mecA saptandigini
bildirmislerdir. Rahbarnia ve ark. (2023) mastitisli 122 koyundan izole edilen 58 S.

aureus izolatinin 24 (%41,37)’linde mecA bildirmislerdir.

Sunulan bu ¢aligmada sig1r, koyun ve kegilerden toplanan siit 6rneklerinden izole
edilen 60 S. aureus izolatinin sadece 1 (%1,33)’inde mecA geni saptandi. MRSA pozitif
bu izolat sigirlardan elde edilen siitlerden elde edildi. Bu caligmada elde edilen bu oran,
yukarida bildirilen calismalarda elde edilen bulgulardan oldukca diisiik bulundu.
Burdur’da Pehlivanoglu ve Yardimeci (2012) tarafindan yapilan g¢alismada sigir
stitlerinden elde edilen S. aureus izolatlarinda mecA yiiksek oranda bildirilmesine
karsin, bu g¢alismada olduk¢a diisiik oranda belirlendi. Sunulan bu c¢alismada,
Burdur’da yapilan diger bir ¢alismaya (Ozturk ve ark., 2019) benzer olarak S. aureus
izolatlarinin bir tanesi haricinde mecA saptanamamigtir. Sigir siitlerinde MRSA
izolasyonu diisiik oranda belirlenmis olsa da zoonotik 6nemi nedeniyle halk sagligi
acisindan 6nemlidir. Keci ve koyun siitlerinden MRSA izolasyonunun yapilmamasi,
Burdur ilinde koyun ve kegi siitlerinin MRSA izolatlarinin insana bulasinda su anda

onemli olmadigini gostermektedir.

Garcia-Alverez ve ark. (2011) tarafindan mastitisli ineklerden izole edilen ve
fenotipik testlerle MRSA olarak tanimlanan izolatlarin PZR ile mecA negatif ve PBP2a
agliitinasyon testlerinde negatif bulundugunu, gen sekans analizleri ile metisiline
direngli yeni bir gen bdlgesini belirlediklerini rapor etmislerdir. mecC olarak
adlandirilan bu gen bolgesi, mecA genine yaklasik %70 benzerlik gostermektedir (Ito
ve ark., 2012). mecC geninin tanimlandigi 2011 yilindan sonra hayvanlarda
MRSA’nin tanimlanmasinda mecA ile birlikte mecC varligi da arastirilmaktadir.
Birgok Avrupa tilkesinde insan ve hayvanlarda mecC pozitif MRSA izolatlar
bildirilmistir (Eriksson ve ark., 2013; Garcia-Garrote ve ark., 2014; Loncaric ve ark.,
2013; Medhus ve ark., 2013; Sayin ve ark., 2016).
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Diinya genelinde mastitisli hayvanlarin (inek ve koyun) siitlerinden izole edilen
S. aureus’larda mecC genine rastlanmistir. ispanya’da %0,16, Finlandiya’da %0,6,
Isve¢’te %0,7, Ingiltere’de %2,1 oraninda mecC pozitif MRSA izolatlar1 tespit
edilmistir (Gindonis ve ark., 2013; Unnerstad ve ark., 2013; Ariza- Miguel ve ark.,
2014; Paterson ve ark., 2014). Alves ve ark. (2020) Brezilya’da sigirlardan izole

ettikleri 35 S. aureus izolatinin 9’unda mecC geninin pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Tiirkiye’de mecC varligini ortaya koymaya yonelik ¢alismalar sinirlidir (Kilig
ve ark., 2015; Cikman ve ark., 2019; Ceylan ve ark., 2022). Kilig ve ark. (2015) 2007-
2014 yillar1 arasinda insanlardan izole edilen 1700 S. aureus izolatinin 523 (%30,7)
iinde mecA saptadiklarini, ancak izolatlarin hi¢birinde mecC belirleyemediklerini
bildirmislerdir. Cikman ve ark. (2019) Tiirkiye’nin 7 bolgesinden 2013-2016 yillar
arasinda toplanan 494 MRSA izolatinda, Ceylan ve ark. (2022) ise insanlardan izole
edilen 126 MRSA izolatinda mecC bulunmadigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar
tilkemizde mecC geni tagtyan MRSA izolatlarinin ciddi halk sagligi1 problemlerine

heniiz yol agmadigini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de ciftlik hayvanlarinin siit ve siit iiriinlerinden izole edilen S. aureus
suslarinda mecC genini ortaya koymaya yonelik az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Dogan ve ark., 2016; Sayin ve ark., 2016; Taban ve ark., 2021). Sayn ve ark. (2016)
mastitisli inek siitlerinden izole edilen MRSA suslarinda mecC varligin1 ortaya
koymalarina karsin, Dogan ve ark. (2016) 2011-2013 yillar1 arasinda Burdur ve
Aydin’daki Veteriner Fakiilteleri tarafindan mastitisli ¢iftlik hayvanlarindan (94 sigr,
45 koyun ve 38 kegi) izole edilen 177 S. aureus izolatinda mecA ve mecC gen varligini
aragtirdiklar1 ¢alismada, 45 izolatta mecA geni saptadiklarini, mecC ise
belirleyemediklerini rapor etmislerdir. Taban ve ark. (2021) ise siit ve siit iriinlerinde
metisiline direng genlerini (mecA, mecC) arastirdiklar1 ¢alismada siit 6rneklerinin
2’sinden mecA, pasta kremasinin 2’sinde mecC ve pasta kremasimin 1’inde mecA ve
mecC genlerini birlikte belirlediklerini rapor etmislerdir. Sur ve ark. (2013) mastitisli
st orneklerinden izole ettigi S. aureus’larin %4,6’sinda mecC pozitif MRSA

bildirmislerdir.
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Sunulan ¢alismada sigir, koyun ve kegi siit 6rneklerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinda mecC geni saptanamamistir. Benzer sekilde Dogan ve ark. (2016) da
yaptiklar1 calismada Burdur’dan daha 6nce izole edilen S. aureus izolatlarinda mecC
geni saptayamadiklarini bildirmislerdir. Bu sonuglar, Burdur ilinde mecC geni tasiyan
MRSA izolatlarinin halk sagligi agisindan heniiz problem olmadigini gostermektedir.
Bununla birlikte mecC geni ilk kez ¢iftlik hayvanlarindan izole edilen S. aureus
izolatlarinda tanimlanmustir. Ciftlik hayvanlarindan insanlara mecC pozitif MRSA
izolatlarinin yayilmas1 miimkiindiir. Bu nedenle ¢iftlik hayvanlarinda mecC varligi

belli araliklarla takip edilmelidir.

Biyositlere direngli S. aureus suslarinin plazmidlerinde, povidion-iyot,
klorheksidin, kuaterner amonyum bilesikleri gibi antiseptik maddelere direng
olusumundan sorumlu olan gac genleri mevcuttur (Nakipoglu ve ark., 2012). gac
genlerinden gacA/B geni, biyosit direnci ile yiiksek derecede iliskilendirilmekte olup,
smr geni de biyosit diren¢ genlerinin varligin1 inceleyen ¢aligmalarda
arastirilmaktadir. Insan (Noguchi ve ark., 1999; Mayer ve ark., 2001; Alam ve ark.,
2003; Miyazaki ve ark., 2007; Smith ve ark., 2008; Vali ve ark., 2008; Wang ve
ark.,2008; Opacic ve ark., 2010; Longtin ve ark., 2011) ve hayvanlarda (Ebner ve ark.,
2013; Monecke ve ark., 2013; Wong ve ark., 2013; Qu ve ark., 2019; Kotb ve Gafer,
2020; Saidi ve ark., 2021) bu genlerin arastirildig1 ¢alismalar Diinya genelinde ¢ok

sayida olup Tiirkiye’de birkag caligsma ile sinirli kalmastir.

Diinya genelinde izole edilen S. aureus’larin; Amerika iilkelerinde %7,6’sinin
gacA/B, %9 unun smr; Avrupa iilkelerinde %1,9-42’sinin qacA/B, %1,9-44 smr; Asya
tilkelerinde %40’mnin qacA/B ve Afrika iilkelerinde %40,5’inin gacA/B direng
genlerini bulundurduklari bildirilmistir (Hassanzadeh ve ark., 2020). Bjorland ve ark.
(2001) igeriginde kuaterner amonyum bilesikleri olan bir meme bag1 kremi kullanan
isletmede 55 S. aureus izolatinin 3 tanesinin gac direngli oldugunu bildirmislerdir.
Hayvanlarda yapilan c¢aligmalarda gacA/B ve smr genlerinin farkli oranlarda

saptandig1 bildirilmistir (Wong ve ark., 2013; Monecke ve ark., 2013; Ebner ve ark.,
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2013; Ammar ve ark., 2016; Qu ve ark., 2019; Kotb ve Gafer, 2020; Saidi ve ark.,
2021). Cin’de klinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen 96 S. aureus izolatinda
gacA/B ve smr genlerinin varligi arastirilmig, S. aureus izolatlarinin higbirinde direng
genlerine rastlanmamustir. Staphylococcus spp. olarak tanimlanan 112 izolatin ise
13%iniin (% 12) smr genine sahip oldugu bildirilmistir (Qu ve ark., 2019). Kotb ve
Gafer (2020) dezenfeksiyonunda benzalkonyum kloriirii kullanan siit isletmesinde,
subklinik mastitisli ineklerden topladiklar1 400 siit 6rneginin 103’linii S. aureus olarak
izole etmisler ve 13’tiniin (%12,62) gacA/B genine sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. Saidi ve ark. (2021) Cezayir’de yaptiklar1 ¢aligmada mastitisli sigir
stitlerinden izole ettikleri 35 Staphylococcus spp.’nin higbirisinde gacA/B ve smr

genlerinin olmadigini bildirmistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise Akin ve ark. (2020) tavuk karkasi, inek stit
tank1, mastitisli siit 6rnekleri ve peynirlerden izole ettikleri 90 S. aureus izolatinin
%18,8’inde (siit ve peynir) qacA/B, %2,2’sinde (tavuk karkasi) smr gen varligini
bildirmislerdir. Ergun ve ark. (2017) Burdur’da mastitisli sigir siitlerinden izole edilen
36 Staphylococcus spp. izolatinin 3’iinde gqacA/B, 2’sinde smr geni, Hatay’dan izole
edilen 47 Staphylococcus spp. izolatinin 6’sinda qacA/B ve Van’dan izole edilen 200
Staphylococcus spp. izolatinin 7’sinde qacA/B, 2’sinde ise smr gen varligini tespit
etmiglerdir. Cantekin ve ark. (2019) Hatay’da yaptiklar1 ¢alismada subklinik mastitisli
kecilerden 30 stafilokok izole etmis ve izolatlarin 1’inde gacA/B’ye rastladiklarini,

smr genine ise higbir izolatta rastlamadiklarin1 ortaya koymuslardir.

Sunulan bu ¢alismada ise 90 inek, 60 koyun ve 107 kegiden toplanan siitlerden
izole edilen 60 S. aureus izolatinin 2 (%2,67)’sinde (koyun ve inek izolat1) smr ve 3
(%4)“tinde (inek izolatlar1) gacA/B geni PZR metodu ile tespit edilmistir. Diger
caligmalarla karsilastirildiginda, smr geninin genellikle hayvan karkaslarindan elde
edilen stafilokoklardan saptandigi goriilmektedir (Ebner ve ark., 2013; Monecke ve
ark., 2013; Wong ve ark., 2013; Akin ve ark., 2020). Qu ve ark. (2013) ile Ergun ve
ark. (2017) smr genini stafilokok tiirlerinde saptamasina karsin, S. aureus izolatlarinda
bu gen tespit edilememistir. Sunulan bu c¢aligmada Tiirkiye’de toplanan siit
orneklerinden elde edilen S. aureus izolatlarinda ilk kez smr direng geni belirlenmistir.

Kotb ve Gafer (2020) S. aureus izolatlarinin %12,62’sini, Akin ve ark. (2020) S. aureus
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izolatlarmin %18,8’ini, Ergun ve ark. (2017) Staphylococcus spp. izolatlarinin
%8,33’tinde gacA/B gen varligin1 ortaya koymustur. Bu g¢alismada ise S. aureus
izolatlarinin %3,3’tinde qacA/B gen varlig1 saptandi. S. aureus izolatlarinda gacA/B ve
smr genlerinin higbirisinin saptanamadigi ¢alismalar da mevcuttur (Ammar ve ark.,
2016; Saidi ve ark., 2021). Stafilokoklarin izole edildigi hayvan tiirleri, ¢alismalarin
yapildigi tilkelerin konumlari ve hayvanlarda kullanilan antiseptik ve dezenfektanlarin
farkli olmasi, kullanim siiresi, diliisyon orani gibi faktorler S. aureus izolatlarinda

direng genlerinin farkli oranlarda saptanmasina yol agmaktadir.

S. aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde yanlis antibiyotik se¢imi, bilingsiz ve sik
antibiyotik kullanimz antimikrobiyal ajanlara direng gelisimine yol agmaktadir (Onciil,
2010). Ozellikle Ingiltere ve Avrupa’da dnemli salginlara yol acan MRSA ’lar hastane
kaynakli, toplum kaynakli ve ciftlik hayvanlar1 ile iliskili olarak tiim diinyada
goriilmekte ve tehdit olusturmaktadir (Gindonis ve ark., 2013; Sancak, 2011).
MRSA’larin erken ve dogru teshisi tedavi i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir.

S. aureus izolatlarinda antibiyotiklere direncin siklikla gelismesi, S. aureus
enfeksiyonlarmin tedavisinde antibiyotik duyarlilik testlerinin Onemini ortaya
koymaktadir. Tiritoglu ve ark. (2006) S. aureus izolatlarii penisiline %62,1,
ampisiline %56,3 ve amoksisiline %45,6 diren¢li bulmustur. Aslantas ve ark. (2011)
subklinik s1gir mastitis vakalarindan izole edilen 104 stafilokok izolatindan %25'inin

makrolid ve linkozamide direngli oldugunu saptamustir.

Geng ve Kaya (2015) 28 S. aureus izolatinin %70’inin enrofloksasine, tiimiiniin
ise penisiline direng gosterdigini; %601 ampisiline duyarli iken izolatlarin tamaminin
trimetoprim  siilfametoksazole duyarli oldugunu tespit etmiglerdir. Kosova’da
mastitisli ineklerin siitlerinden izole edilen 89 Staphylococcus spp. izolatinin
eritromisine %3,3, tetrasikline %50,6, penisiline %91 ve ampisiline %68,5 oraninda
direng gosterdigi belirlenmistir (Mehmeti ve ark., 2016). Cin’in Kuzeybati’sinda
yapilan bagka bir calismada, S. aureus izolatlarinin %84,1°1 penisiline, %15,9’u

tetrasikline, %20,4’1 ise eritromisine direngli bulunmustur (Yang ve ark., 2016).
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Tassew ve ark. (2016), S. aureus izolatlarinin tiimiinii eritromisine duyarli,
tetrasikline %77,4, sefoksitine %47,2, penisiline %100 oraninda diren¢li bulmustur.
Uruguay’da 2008-2015 yillar1 arasinda 12 farkli sehirden mastitisli ineklerde toplanan
stit orneklerinden yapilan ¢alismada 2010 yilinda penisiline (%36,9), 2015 yilinda ise
eritromisine (%5,7) en yiiksek direncin goriildiigii bildirilmistir (Santos ve ark., 2017).

Can ve Ergiin (2017) S. aureus izolatlarinin eritromisin (%66), tetrasiklin
(%62,5), ampisilin (%60,7), penisilin (%60,7), sefoksitin (%50), oksasilin (% 46,4) ve
kloramfenikole (%5,3) direngli oldugunu belirlemistir. Hamid ve ark. (2017) 36 S.
aureus izolatindan 34'tiniin (%94,4) penisiline, 30'unun (%83,3) ampisiline, 28'inin
(%77,7) amoksisilin-sulbaktama, 24'{iniin (%66,6) enrofloksasine, 18'inin (%50)
seftriaksona ve 10'unun (%27,70) metisiline direngli oldugunu saptamistir. Cin’in
baskenti Pekin’de S. aureus izolatlarinin en ¢ok penisilin (%31,3), siprofloksasin
(%18,8) ve enrofloksasine (%15,6) direng gosterdigi, eritromisine %35,2 ve tetrasikline

ise %1 oraninda direng tespit edildigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2018).

Kirkan ve ark. (2005), S. aureus suslariin tiimiiniin siprofloksasine, neomisine,
basitrasine, tetrasikline; %85’inin  kanamisin, sefkuinom ve amoksisilin
klavulanikaside duyarli ve penisilin (%95) ile oksasilin (%60)’e direngli oldugunu
tespit etmistir. Ayni arastirmacilar 2018’de yaptiklar1 ¢alismada ise sefoksitin,
siprofloksasin, vankomisin, tigesiklin ve fosfomisine duyarli, linezolide ise
%85,2’sinin duyarli ve klindamisine %100, tetrasikline %82,4 direngli oldugunu
bildirmistir (Kirkan ve ark., 2018).

Hanc1 ve ark. (2018) tiim MRSA izolatlarinin oksasiline diren¢li oldugu
aciklamigtir. Sur ve ark. (2019) antibiyotik duyarlilik testlerinde enrofloksasine,
linezolide ve vankomisine duyarlilik; ampisiline %58, penisiline %100, tetrasikline
%35,5, trimetoprim siilfametoksazole %51,6, sefoksitine %80,6 ve eritromisine %29,1
oraninda direnclilik saptamistir. Shah ve ark. (2019) MRSA'larin, metisilin ve diger

penisilin grubu antibiyotiklere kars1 direng gosterdigini saptamistir.

Alves ve ark. (2020) izole ettigi 35 S. aureus izolatinin 26 tanesinde penisiline
direng tespit etmistir. Gokdag ve Ciftgi’nin ¢aligmasinda (2021) S. aureus izolatlarinin
penisilin G’ ye %50 (43/86), amoksisilin/klavulanik aside %40,7 (35/86), oksasiline
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%34,9 (30/86), tetrasikline %23,3 (20/86), sefaperazona %22,1 (19/86), teikoplanine
%18,6 (16/86), vankomisine %10,5 (9/86) ve trimetoprim-sulfamethoxazole %8,1
(7/86) oraninda direngli bulunmustur. Roshan ve ark. (2022) S. aureus izolatlarinin
sefoksitine ve seftazidime %75, amoksisiline %71,4, sefotaksime%67,8, sefepime
%0606,1, oksasiline %64,3, norfloksasine %60,7 ve gentamisine %8,9 direng gosterdigi
bildirilmistir. Bagka bir calismada S. aureus izolatlarin oksitetrasiklin, penisilin ve
florokinolonlara kars1 direncli; metisilin ve sefuroksime karsi ise duyarli oldugu tespit
edilmistir (Neelam ve ark., 2022). Khairullah ve ark. (2022) S. aureus izolatlarinin
%15’inin oksasiline, %12,5’inin sefoksitine direngli oldugunu belirlemislerdir.
Feyissa ve ark. (2023) calismasinda S. aureus izolatlar1 penisiline, tetrasikline ve
oksitetrasikline direng gostermistir. Zhang ve ark. (2022) izolatlarin penisilin G'ye
(%91,95) yiikksek oranda direng gosterdigi ancak hepsinin nitrofurantoin ve
stilfametoksazol/trimetoprime duyarli oldugu belirlemistir. Nunez ve ark. (2023)
cogunlukla penisilin (%87,7), tetrasiklin (%12,3), oksasilin (%10,5) ve gentamisin
(%10,5) direnci saptamistir.

Sunulan bu calismada ise disk diflizyon yontemi ile yapilan antibiyotik
duyarlilik testleri sonucunda fenotipik olarak S. aureus oldugu tanimlanan 60 izolatin
24’tniin  sefkuinoma, 21’inin penisiline, 9’unun ampisilin sulbaktama 7’sinin
oksitetrasikline, 6’simin amoksisilin klavulanik aside, 3’iniin seftiofura, 2’sinin
oksasiline, 1’inin sefaperazona, 1’inin sefoksitine direng gosterdigi tespit edilmistir.
Calismalarin ¢ogunda en ¢ok direng goriilen antimikrobiyal ajan penisilin olarak
belirlenmis fakat bu ¢alismada ise S. aureus izolatlarinin en ¢ok sefkuinoma direng
gosterdigi bunu penisilinin takip ettigi belirlenmistir. Nitekim S. aureus izolatlarinin
cogu penisiline direng gostermektedir (Unal, 1992). Bu antibiyotikleri takiben
amoksisilin klavulanik asit, tetrasiklin ve oksasiline direng¢ saptanmistir. Bu ¢alismada
ampisilin sulbaktama 60 izolatin 9 ‘u direngli bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda S.
aureus izolatlarinin gesitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 ve direnglilik oranlari
farklilik gostermis olup, tedavi Oncesi antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi

tedavide basar1 oranin1 artiracaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Burdur ili ve ¢evre kdylerinden toplanan siit 6rneklerinden izole
edilen ve fenotipik testlerle S. aureus olarak tanimlanan izolatlar nuc geni ile
dogrulandu. S. aureus izolatlarinda metisiline direng (mecA ve mecC) ile antiseptiklere

direng (qacA/B ve smr) genleri arastirildi. Buna gore;

1. Bu calisma ile mastitis problemi olan ve tedavide antimikrobiyal ajanlara
diren¢ sebebiyle problem haline gelen sigir, koyun ve kegi isletmelerinde S.
aureus’un sik rastlanan mastitis etkeni oldugu, KNS, streptokok, T. pyogenes
ve Corynebacterium spp. gibi farkli bakterilerin de mastitis etiyolojisinde yer

alabilecegi,

2. Konvansiyonel yontemler ile S. aureus olarak tanimlanan izolatlarin yaklasik
%80’inin PZR ile S. aureus olarak dogrulanmis olmasi, fenotipik yontemlerin
%100 dogru identifikasyon saglayamadigi ve PZR ile izolatlarin genotipik

olarak dogrulanmasi gerektigi,

3. Tirkiye’de metisilin ve antiseptik direng genlerine sahip izolatlar tespit edilmis
olsa da Burdur ilinde bulunan ciftliklerde heniiz bu direng genlerine sahip S.

aureus’larin yaygin olmadigi,

4. S. aureus izolatlarimin biiyiikk bir cogunlugunun beta laktam grubu

antibiyotiklere direng gosterdigi belirlendi.

Bu ¢alisma ile isletme veya hayvan sahiplerinin antiseptik ve dezenfektanlar
kullanirken dezenfeksiyonu hangi siklikla yapacaklarini planlamalari, diliisyon
oranlar1 ve kullanim siiresi gibi faktorlere dikkat etmeleri gerektigi, bu
durumun antiseptiklere direng gelisimini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.
Birgok antimikrobiyal ajana kars1 S. aureus 'larin direng gelisimi giin gectikge
artmaktadir. Teshis odakli tedavi yapmak ve kisa siirede tedaviye yanit
alabilmek adma antibiyotik duyarlilik testleri yapilarak dogru antibiyotik

secilmeli ve antibiyotiklere direng diizeyi belirlenmelidir.
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