1. GIRIS

Mastitisler, yayginliklart ve isletmelerde siit verimindeki diisiise baglh olarak
meydana getirdigi ekonomik kayiplar agisindan 6nemli hastaliklardandir. Bu nedenle tiim
hastaliklarda oldugu gibi klinik mastitislerin erken teshisi de olusturacag: zararlarin oniine
gecilmesi agisindan Onemlidir.  Siir mastitislerine sebep olan bakteriyel etkenlerin
basinda Stafilokkal etkenler gelmektedir. Bu etkenler ¢ok yaygin olarak goriilerek,
Ozellikle eller ve siit sagma iiniteleri ile yayilmaktadir. Stafilokoklar subklinik ve klinik
tipteki mastitis vakalarinda baskin patojenlerdir. Stafilokoklardan kaynaklanan mastitis
olgularinda ¢ok ciddi meme dokusu hasarlar1 ve fazla miktarda siit liretimi azalmasi
gorilmektedir. Stafilokoklarin ¢evresel, konak¢i, mastitis kontrolii ve bakimi {izerindeki
degisimlere ¢ok hizli bir sekilde uyum saglayabilecegi gosterilmistir. Stafilokok kaynakli
klinik vakalar, uzun siireli ancak nispeten az siklikla ortaya ¢ikan sekilde karakterize
edilirler. Stafilokoklar, ¢esitli patojenik faktorler ile karakterize edilmektedir. Bu faktorler
meme dokularinda olusan hasar tetikleyen ve bagisiklik savunmasindan kagabilen ya da
disaridan uygulanan antimikrobiyalleri etkisiz hale getirenlerdir (Waldvogel ve ark, 2000;
Tiinger, 2004; Tiinger ve ark, 2005).

Stafilokoklardaki hastalik yapici (virulans) faktérler yogun bir sekilde
arastirilmistir. S1g1r mastitis vakalarindan izole edilen Staphylococcus aureus suslar alfa,
beta, gama, delta toksinlerine ilaveten 16kosidin, enterotoksin ve koagulaz icermektedir.
KNS suglar1 da hastalik olusturmada etkili olabilecek bazi toksinler ve enzimler
(hemolizin, 16kosidin, lipaz, proteaz, DNaz) iliretmektedir. Mastitisli Orneklerden izole
edilen ¢ok sayida Koagulaz Negatif Stafilokok (KNS), normal ineklerden izole edilen
KNS’lerden farkli olarak fazla miktarda proteaz, DNaz, ve lesitinaz aktivitesi
gostermektedir. S. aureus’un lilkemizde yapilan 6nceki ¢aligsmalarda izolasyon orant Aydin
ilinde %28,3, Afyon ilinde %40,1, Burdur ilinde ise %43 olmustur (Kirkan ve ark, 2005;
Kuyucuglu ve Ugar, 2001; Tiriitoglu ve ark, 2006).

Mastitis mikroorganizmalarin sebep oldugu onemli bir meme bezi hastaligidir.
Mastitis ile ortaya g¢ikan ekonomik kayiplar sadece siit veriminde azalma ile smirh
olmay1p, hastalifin tedavisi, siiriiden hastalikli hayvanlarin ¢ikarilmasi gibi harcamalar1 da
kapsamaktadir. Ayrica onemli bir gida kaynagi olan siitiin kalitesindeki bozulma halk
saglig1 acisindan da olumsuz sonuglara sebep olmaktadir (Kirkan ve ark, 2005).

Arastirmamizda, siit {iretimi i¢in olduk¢a Onem tasiyan mastitis olgularindaki sik



rastlanan Stafilokok etkenlerinin izolasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi,
izole edilen suslarin API, VITEK, MALDI-TOF MS gibi ticari identifikasyon metodlariyla
tiplendirilmeleri ve sonuglarin karsilastirilmasi, tiplendirmenin ardindan 16S rRNA
primerleri ile yapilacak olan PCR sonucu Stafilokokkal etkenlerin sekans analizi ile

birlikte dogrulanmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mastitis

Mastitis, meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre
sayisinin artig1 ile karakterize, meme bezlerinde olusan yangisal degisiklikler olarak
tanimlanir (Aydin, 2006). Insan ve hayvan saghgi, beslenmesi ve ulusal ekonomide ¢ok
Oonemli olan siit ve siit iirtinleri, ancak saglikli hayvanlardan elde edilebilir. Meme bezinin
yangisal durumuna baglh olarak olusan patolojik degisikliklerin sonucunda siitte bir takim
fiziksel ve kimyasal degisimler de meydana gelir. Meydana gelen bu degisimler siit ve siit
tirtinlerinin kullanilabilirligini siirlar ve bu nedenle mastitis, iizerinde dikkatle durulmasi
gereken dnemli bir problemdir (Awale ve ark, 2012).

Isletme diizeyinde etkin kontrol programlarmin uygulanmasi ile mastitis nedenli
kayiplarin  azaltilmast miimkiin olabilmektedir. Mastitis kontrol programlarinin
uygulanmasi ve bu programlarin devamliliginin saglanmasi, 6zellikle kapasiteleri biiyiik
olan siit isletmelerinde, ekonomik verimliligin en 6nemli gostergesidir. Ancak iilkemizde
ozellikle siit yonlii yetistiricilikte isletme kapasitelerinin kiiclik olmas1 ve heniiz verimlilik
merkezli mastitis kontrol programlarinin olusturulamamasi nedeniyle, siit liretiminde
bliylik ekonomik kayiplar ortaya c¢ikmaktadir. Saglikli siit, saglikli hayvanlardan elde
edildigi i¢in, hayvan sagligin1 korumak ve mastitis olgularini erken teshis etmek temel
hedeftir. Siit endiistrisinde mastitis nedenli ekonomik kayiplar, siit kalitesinin ve siit
veriminin azalmasi, buna bagli olarak da ilag ve veteriner hizmet kullaniminin artmasi ve
yem giderlerinin artig1 sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda, infeksiyonun tedavisi
icin kullanilan antibiyotiklerin siitte kalinti birakmasi, bilingsiz olarak ilag kullanimina
bagl gelisen antibiyotik direngli bakteriler, tedavi olanaklariin sinirlanmasi gibi olumsuz
etkiler. Diizenli ve bilingli kontrol programlarimin uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin
azaltilmasini ve infeksiyonlarin da erken teshis edilmesini saglamaktadir (Virdis ve ark,
2010).

Siit sigin yetistiriciliginin en 6nemli hastalifi olan mastitis, meme bezlerinin
travmatik etkilere ve meme igerisine ekzojen veya endojen olarak giren
mikroorganizmalara kars1 bir tepkisidir. Mastitis, klinik seyirlerine gore klinik ve subklinik
mastitisler olarak siniflandirilmaktadir. Meme dokusunda ve siitte degisikliklerin
goriildiigii klinik mastitisler, memede sisme, agri, kizariklik, sicaklik ve duyarlilik gibi

lokal belirtilerin yaninda ates, halsizlik, istah ve kilo kaybi gibi sistemik hastalik belirtileri



ile karekterizedir. Mastitisin, ikinci formu olan subklinik mastitisler meme dokusunu, siit
verimini ve bilesimini etkilemesi nedeniyle daha fazla 6énem arz etmektedir. Subklinik
mastitisler klinik semptom gostermeden seyrettigi i¢in gézden kagmakta ve kolaylikla
yayilabilmektedir. Siit veriminin azalmasi, siitiin kalitesinin bozulmasi, tedavi siliresince
stitiin atilmasi, tedavi ve veteriner hekim giderleri nedeniyle siit sigircilig1 isletmelerinde
biliyiik ekonomik kayiplara neden olan mastitislerin % 70°ni subklinik mastitisler
olusturmaktadir. Mastitislerin ortaya ¢ikisinda konaga, ¢cevreye ve mikroorganizmalara ait
determinantlar 6nemli rol oynamaktadir. Konaga ait determinantlar arasinda 1rk ve kalitim,
yas ve laktasyon sayisi, laktasyon donemi, memenin dogal savunma mekanizmalar1 ve
immun sistemin giicii sayilabilir. Cevresel determinantlara ise hava kosullari, mevsim,
beslenme, sagim ile ilgili faktérler ve barinak kosullar1t 6rnek verilebilir. Mastitis
vakalarinin biiyiilk c¢ogunlugu mikroorganizmalar (bakteriler, viruslar ve mantarlar)
tarafindan  olusturulmaktadir.  Sigirlardaki  mastitis  vakalarindan 135’ten  fazla
mikroorganizma izole edilmesine ragmen infeksiyonlarm c¢ogunlugu Stafilokoklar,
Streptokoklar ve Gram negatif bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Bu etkenlerden

bazilar1 bulasici bazilari ise ¢evresel mastitis etkeni durumundadir (FeBler ve ark, 2010).

2.2. Bulasic1 ve Cevresel Mastitis

Mastitise neden olan etkenler arasinda bakteriler O6nemli bir yere sahiptir.
Memelerdeki anatomik bozukluklar ve travmalar da infeksiyonun yerlesimini ve
olusumunu hizlandirmaktadir. Anatomik bozukluklara bagli mastitis olgularinda;
memelerin dogmasal olarak bozuk anatomik yapisi, hayvanin yasi, irk1 gibi etkiler, siit
veriminin fazla olmasi, laktasyonun donemi (aktif involusyon, peripartum periyot, erken
laktasyon vb.), beslenme durumlar1 (Selenyum ve Vitamin E eksiklikleri), siit ineklerini
infeksiyona duyarli kilmaktadir (Cervinkova ve ark, 2013).

Cevresel faktorler arasinda, uygun olmayan cevre kosullari, ahir ve barinaklarin
saglik yoniinden uygun olmamasi, yetersiz havalandirma kosullari, altliklarin sert ve kirli
olmasi sayilabilir. Siit verimini arttirmak amaciyla protein yoniinden zengin besleme
mastitise yakalanma olasiliginmi arttirmaktadir. Sagimcilarin temizlik ve dezenfeksiyona
dikkat etmemeleri de hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilmasini hizlandirmaktadir.
Mikrobiyel nedenlere bakildiginda; pek ¢ok bakteri, mantar ve viral etken mastitisin
olusumuna neden olmaktadir. Mastitis etkenleri, meme ve meme kanaliyla iliskileri

yaninda, d6zellikleri de dikkate alinarak bulasici ve gevresel patojenler olarak ayrilmistir.



Mikrobiyel patojenler, sigir meme bezine yerleserek ¢ogalir ve hayvandan hayvana sagim
sirasinda  bulasirlar. Cevresel patojen olan Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae ve Escherichia coli ¢evresel mastitis infeksiyonlarma da neden olmaktadir.
Bulasici patojenler olarak Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma
tirleri ve Corynebacterium bovis bulunmaktadir. Ayrica tiiberkiiloz etkenleri, Proteus,
Leptospira, Listeria ve Brucella tirleri de mastitise neden olmaktadir. Cevresel
patojenlerin infeksiyon olusturmasi hayvanlar arasinda sagim esnasinda ya da sagim
aralarinda ¢evre temasi ile meydana gelir. Cogunlukla kuru dénemde, laktasyonun erken
evresinde ve hayvan sikliginin arttigi durumlarda, serbest hayvanciliktan ziyade ahir
isletmelerinde, gevresel patojenlerin olusturdugu infeksiyonlara daha sik rastlanir. Bakim
ve beslemenin i1yi yapildigi durumlarda, koliform mastitisleri nadiren ortaya ¢ikar ve oran
%1-2°de kalirken, streptokokkal nedenli mastitis oranm1 %5’den daha az seyreder, ancak
siiriide mevcut herhangi bir problemde bu oran %10 ’u asar. Cevresel streptokoklarin
olusturdugu mastitis infeksiyonlarinin %49-50’sin de klinik semptomlar kendini gosterir.
Klinik mastitislerin sonucuna bagl olarak da siit iiretiminde, reprodiiktif aktivitede azalma
ve isletme giderlerinin artis1 ile ekonomik kayip sekillenir. Bulasici mastitis infeksiyonlari
ise, bir meme bezinin infeksiyon kaynagi olmasi ve bu infekte meme bezine sahip
hayvandan, saglikli bagka bir hayvana etkenin taginmasi ile gergeklesir. Meme bast
lezyonlari, yetersizbakim kosullar1 etkenlerin yerlesimini kolaylastirir. Bulagici mastitis
olgular1 siklikla akut, kronik veya subklinik formlarda goriilebilir. Mikroorganizmanin
gecisi sagimcilarm elleri, sagim makineleri gibi sagim esnasinda yayilma gosterir. Bu
sekilde infekte hayvanlardan saglikli hayvanlara mikroorganizmalarin gegisi gergeklesir

(Frey ve ark, 2013).

2.3. Infeksiyonun Klinik ve Subklinik Formlar

Infeksiyonun klinik formlarma bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizli bir sekilde cogalmaya baslar ve bunu konak-patojen
iligkisine bagl olarak ¢esitli klinik bulgular takip eder. Konak immun cevabinin basarisiz,
antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumda etken meme bezine kolonize olur ve
mastitis sekillenir. Sonug¢ olarak da yanginin klinik bulgular1 olan siskinlik, renk degisimi,
11 artig1 ve agri gelisir. Klinik semptomlar perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde
karakterize edilir. Klinik mastitis durumlarinda siitteki degisimler (pihti, renk degisimi, kan

goriilmesi vb.) aciga c¢ikar. Ates, anormal sekresyon, istah kaybi, siit liretiminin azalmasi



akut mastitis durumlarinda goriilen ilave klinik bulgulardir. Klinik mastitis bulgularmin
tersine subklinik infeksiyonlarda meme bezi ve siitteki degisimlere nadiren rastlanir ya da
hi¢ rastlanmaz. Semptom gdstermeyen hayvanlar saglikli kabul edilir, bu nedenle subklinik
infekte hayvanlarin teshisi zordur. Klinik belirti gostermeyen infekte hayvanlar diger
saglikli hayvanlar i¢in bir rezervuar gorevi gorlir ve saglikli hayvanlar arasinda
infeksiyonun yayilimina neden olurlar (Zhang ve ark, 2010).

Ekonomik yonden mastitis infeksiyonlari, siit veriminin ve kalitesinin azalmasi,
tedavi masraflarma ek olarak somatik hiicre sayisinin artist ve siitiin kullanilamamasi,
laboratuvar hizmet alimlari, toksemiye bagli sekillenen hayvan Oliimleri ile {iretim
maliyetlerini arttirmakta ve yetistiricilik yoniinden énemli problemlere neden olmaktadir
(Kalmus, 2011).

Mastitis infeksiyonlarinin gelisebilmesi i¢in, mikroorganizmalarin meme kanalina
girmesi, infeksiyonun baglamasi ve yangisal reaksiyonlarin olusmasi gerekmektedir (Aydin

ve ark, 20006).

2.4. Mastitis Infeksiyonlarinda Tam

Mastitislerin tanisi klinik, kimyasal, fiziksel, hiicresel ve bakteriyolojik muayeneler
ile yapilmaktadir. Klinik olgularda meme ve siitteki nitelik ve niceliksel degisiklikler
belirgin iken, subklinik mastitislerin tanisinda meme ve siitte degisiklikler gozle
izlenemediginden siitteki degisiklikleri belirlemeye yonelik testlerden yararlanilmaktadir
(Bastan, 2009). Bu amacla uygulamasi en pratik olan ve siitteki somatik hiicre sayisini
belirlemeye yonelik olan California Mastitis Testi (CMT)’dir. Bunun disinda artan SHS’n1
belirlemeye yonelik Whiteside ve Wisconsis mastitis testleri ile siitteki kan, kivam ve pihti
varligini incelemeye yonelik Strip Cup Testleri bulunmaktadir. CMT ile saptanan pozitiflik
incelenen hayvanin mastitisli olmasi1 yoniinden bir 6n fikir olusturur. Ancak mastitise
neden olan etkenin identifikasyonu amaciyla laboratuar tanis1 gereklidir. Bu amagla kiiltiir
ve biyokimyasal testlerden yararlanilmaktadir (Riffon ve ark, 2001). Kiiltiirel yoklamalar
stirli diizeyinde infeksiyonun izlenmesi, antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenmesi ve

kontrolii yoniinden de 6nemlidir (Milner ve ark, 1996).



2.5. Stafilokok Kaynakh Mastitis

Stafilokoklar ilk defa 1884 yilinda Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole
edilmistir. Onceki yillarda Micrococcaceae familyasi iginde yer alan Stafilokok cinsi,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisinda Bacilli sinifinda
Bacillales takiminda yer almaktadir. Stafilokok cinsi igerisinde yer alan tiirler, patojenite
kriteri olarak kabul edilen koagulaz enzimi sentezleme yeteneklerine gore koagulaz pozitif
stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) olmak {izere iki ana gruba
ayrilmaktadir. KPS’lar S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus tiirlerini i¢ine almaktadir.
Stafilokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve liziim
salkimi seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 pm c¢apinda koklardan olusmaktadir.
Laboratuvarlarda rutin amacla kullanilan besiyerlerinde kolayca iirer ve 37°C’de 24-48
saat i¢inde 2-4 mm ¢apinda diizgiin koloniler olustururlar. Stafilokoklar karotenoidlerden
dolay1 pigment meydana getirirler. S. aureus altin sarisi, S. epidermidis ise beyaz renkte
koloni olusturur. Ancak anaerobik kosullarda pigment olusturma yetenegi ortadan kalkar.
Laboratuvarda 10-42 °C’de iireyebilmelerine ragmen optimum tireme sicakligi 37 °C*dir.
Sporsuz olmasina ragmen dis etkilere ve dezenfektanlara karsi oldukca dayanmiklidir.
Kiiltiirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay canliliklarini koruyabilirler. Stafilokoklar 60
°C’lik 1stya 30 dk dayanabilirler. Fenolde (% 2) 15 dakikada inaktive olurken, % 9’luk
NaCl ve sakkaroza tolerans gosterebilmektedir (Aydin ve ark, 2006).

2.6. Stafilok Kaynakl Mastitislerinin Patogenezi ve Tamsi

Stafilokoklarin sahip oldugu toksinler, enzimler, yiizey proteinleri, kapsiil ve slime
gibi virulans faktorleri mastitislerin patogenezisinde énemli bir yere sahiptir. Bu faktorler
konak savunma mekanizmalarindan etkenin korunmasma, memede infeksiyon
baslatmasima ve invazyonuna yardimeci olurlar. Akut inek mastitislerinde kiiciik meme
kanallarin fibrin pihtilariyla hizli bir sekilde tikanmasi, irinli bir sekresyon, fibrin birikimi,
etkilenen dokularin 6dematdz siskinligi goriiliir. Yanginin siddeti birka¢ giin icinde
azalmaya baglar ve meme kanallarinin etrafinda meydana gelen doku iiremesine bagh
olarak meme dokusunda atrofi meydana gelir. Kronik ve subklinik mastitiste, somatik
hiicre sayisinda artis ve bakterilerin etkilenen meme loblarina invazyonu s6z konusudur.
Bakterilerin iiremesi genellikle siitiin toplandig1 kanallarda ve daha az olarakta alveollerde
meydana gelir. Yangisal tabloya bagli olarak alveollerde atrofi ve siit kanallarinda tikanma

sekillenir. Fagositik hiicrelerin gocii sonucu yanginin gelistigi bolgelerde apse odaklari ve



fibrozis gelisir. Fibrozis antibiyotiklerin penetrasyonunu smirlandirdigi gibi fagositozu da
onemli diizeyde engeller. Akut, kronik ve subklinik mastitis tablolariin disinda
bakterilerin sentezledigi toksinler ve doku yikimi sonucu ortaya c¢ikan iirlinlere bagh
toksemi tablosu ve 6liim de goriilebilir (Karahan, 2005).

Mastitisli  siitlerden izole edilen stafilokoklarin koagulaz 06zelligine bakilarak
bakterinin S. aureus olarak isimlendirilmesi bir¢ok mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan
yeterli olarak goriilmektedir. Ancak S. aureus disinda koagulaz pozitif 6zellik gosteren
diger Stafilokok tiirlerinin de varlig1r da g6z oniine alindiginda koagulaz testinin disinda S.
intermedius ve S. hyicus gibi koagulaz pozitif tlirlerin S. aureus’tan ayrimi i¢cin DNaz ve
Clumping faktor testlerinin de yapilmasinin gerekliligi vurgulanmistir (Yavuz ve ark,
2002). Stafilokoklarin laboratuvarlarda hizli identifikasyonuna ydnelik ticari StaphTrac,
Minitek Gram-Positive Set ve Api-STAPH gibi kitler gelistirilmistir. Stafilokoklarin
identifikasyonuna yonelik kisa siirede sonug¢ veren, sensitivite ve spesifitesi yiiksek olan
molekiiler tekniklerden de yararlanilmaktadir. S. aureus’un 16S ve 23S rRNA bolgelerine
spesifik primerlerin kullanildig1r polimeraz zincir reaksiyonu ile kisa siirede ¢ok sayida

numunenin identifikasyonu yapilabilmektedir (Riffon ve ark, 2001).

2.6.1. Katalaz Testi

Lama bir damla hidrojen peroksit solusyonundan damlatilir ve iizerine kolonilerden
bir miktar konulur. Kabarcik olusumu hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrildigini, yani

testin pozitif oldugunu goésterir (Brooks ve ark, 1997).

2.6.2. Koagulaz Testi

Lam ve tiip koagulaz testi olmak {izere 2 yontemi vardir. Bu testlerde Stafilokok
siispansiyonu tavsan plazmasi ile lamda veya tiipte karistirilir ve tavsan plazmasindaki
fibrinojen koagulaz ile fibrine ¢evrilir. Lam testi; bagl koagulaz veya clumping faktoriin
varlig1 belirlenir. Bu test kanli agar, Columbia Colistin Nalidixic Agar ya da diger
nonselektif nutrient besiyerinde ilireyen kolonilerden yapilabilir. Mannitol salt agar gibi
yiiksek tuz icerigi olan besiyerinde iiremis koloniler kullanilmamalidir. Clinkii yiiksek tuz
konsantrasyonu S. aureus’un bazi suslarinda otoaglutinasyona neden olmaktadir. Clumping
faktorii eksik olan suslar genellikle serbest koagulaz iirettiklerinden dolayi, lamda negatif

cikan suglar tiip koagulaz yontemiyle dogrulanmalidir. Ayrica S. lugdunensis ve S.



schleiferi gibi baz1 koagulaz negatif suslar climping faktor iretirler ve lam testi pozitif
cikabilir. Tiip testi; serbest koagulaz veya plazmaya bakteri tarafindan salinan koagulazi
saptar. Bu metot ile saptanan koagulaz ekstraselliiler olarak salmir ve bir kompleks
olusturmak icin plazmadaki Coagulase-Reacting Factor (CRF) ile reaksiyona girerek
stafilotrombin olusturur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona girerek fibrin
olusumunu tetikler. Baz1 suglar, 35°C’de uzayan inkiibasyon periyodunda pihtinin
¢cOziilmesine sebep olan fibrinolizin iiretecegi i¢in testler 35°C’de 4 saat inkiibasyondan
sonra oda 1sisina alinmalidir ve 18—24 saat sonra tekrar okunmalidir. Tiip koagulaz testi S.
aureus identifikasyonu i¢in referans testidir. Bu test, pozitif sinyal veren kan kiiltiiriinden
dogrudan tavsan plazmasi igerisine inokule edilerek de yapilabilir. Nadir S. aureus suslari
koagulaz negatif olabilir ve baz1 hayvan izolatlar1 (S. intermedius, S. hyicus, S. dephini ve
S. schleiferi subsp coagulans) tip koagulaz pozitif olabilir. S. schleiferi subsp.
schleiferimin hem clumping faktor hem de tiip koagulaz testi pozitif oldugu gosterilmistir.
Bu izolat ayn1 zamanda 1siya direngli DNAz iirettiginden dolay1 S. aureus olarak yanlis
tanmimlanabilir. Bu KNS, S. aureus'tan maltoz, laktoz, mannitol, sukroz ve trehalozdan asit
iiretmemesi ile ayrilabilir. Hem tiip hem de lam koagulaz testi i¢in onerilen ortam EDTA’I1
tavsan plazmasidir. Sitrathh plazma kullanilmamalidir, ¢linkii enterokoklar gibi bazi
bakteriler sitrati kullandigindan testin pozitif sonuglanmasimna ve Stafilokok olarak
tanimlanmasma neden olabilir. Bu hata her zaman Once katalaz testi uygulanarak
onlenebilir. Insan plazmasi cesitli miktarda CRF ve antiStafilokokal antikorlar i¢erdiginden
koagulaz testi yapmada kullanilmamalidir. Lateks agliitinasyon; bu yontemde plazma ile
kaplanmis lateks parcaciklari kullanilir. Fibrinojen latekse baglanarak clumping faktorii
tespit eder. Ek olarak Stafilokok hiicre duvari proteini olan IgG molekiillerinin Fc
bolgelerine baglanabilen Protein A'da, pargacikta bulunan immunglobulin molekiilleri ile
tespit edilebilir. Bir agar plagindan alinan kolonilerin test materyali ile karismasi sonucu
lateks-mikroorganizma siispansiyonu hizli bir kiimelesme gosterir. Ayrica S. lugdunensis
ve S. schleiferi’nin bazi suglar1 da clumping faktor iiretir ve bu test ile pozitif reaksiyon
verebilir. Pasif hemagliitinasyon; eritrositler ya da sentetik olarak hazirlanmis polistiren
lateks gibi pargaciklar, ¢esitli yontemlerle ¢ok ¢esitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu sekilde
kaplanmis oldugu antijenin tasiyicist durumuna gelen eritrosit ya da pargaciklar, elektrolitli
ortamda bu antijenlerin antikorlar1 ile karsilagtiklarinda agliitinasyon verirler. Dolayli
hemagliitinasyon denilen bu testler ¢ok duyarli olup, ortamda ¢ok az antikor bulunmasi
bile sonu¢ vermek i¢in yeterlidir. S. aureus hiicrelerinin yilizeyindeki clumping faktorii

saptamak icin fibrinojen ile sensitize edilmis koyun eritrositleri bu amacla kullanir. Baz1 S.



saphyticus suslar1 lateks veya hemagliitinasyon koagulaz testinde yanlis pozitif sonug
verirler. Bu S. saphyticus suslarimin ylizeyinde bulunan hemaglutinin varligr ile
aciklanabilir. Florejenik koagulaz testi; substrat igeren kiiclik bir kupulu inokule ederek
gergeklestirilen bu test, liretici firmanin “aurase” olarak isimlendirdigi maddeyi tespit eder.
Aurase, koagiilasyonun proteolitik enzimidir; protrombin ile raksiyona girer ve
stafilotrombin ile kompleks olusturur. Stafilotrombin daha sonra test kupulunda bulunan
florejenik peptide enzimatik olarak baglanir, boylece ulraviyole 151k altinta floresans veren
radikal ve peptid salinir. Substrati olmayan kompleks kuplesi ile karsilastirildiginda test
kuplesindeki yiiksek floresans S. aureus'un tanimlanmasini saglar. Bu testin 6zgiilliik ve

duyarliliginin yiiksek oldugu saptanmistir (Winn ve ark, 2006; Brown, 2005).

2.6.3. Dogrulayici Testler

Baz1 S. aureus suslan zayif ya da silipheli tiip koagulaz reaksiyonu olusturabilirler
ve nadiren gercekten koagulaz negatif olabilirler. Bu vakalarda koagulaz ile ¢ok iyi uyum
gosteren ek testler yapmak gerekebilir. S. aureus endoniikleolitik ve ekzoniikleolitik
aktiviteye sahip olan DNAz ve termostabil niikleaz iiretir. Bu enzimlerin her ikisi de

niikleik asiti hidrolize eder (Brakstad ve ark, 1995).
2.6.3.1. Deoksiriboniikleaz (DNAz) Testi

DNAz igeren bakteriler, DNA igeren besiyerinde DNA’y1 parcalayip
oligoniikleotidler olustururlar. Bu deneyde DNA’l1 plak besiyerine saf kiiltiirden ¢izgi
ekimi yapilip 35°C’de 18-24 saat bekletildikten sonra plak yiizeyine 1 N HCI
damlatilmasina dayanir. Bakteri DNAz iiretiyorsa ekim c¢izgisinin ¢evresinde saydam bir
zon olusur. Indikator olarak besiyerine toluidin mavisi konulmus ise DNAz varliginda
bakteriler ekim ¢izgisi ¢evresinde parlak pembe bir zon olustururlar. Indikatér olarak
Methyl green konmus besiyerinde ekim ¢izgisi etrafinda besiyerinin yesil rengi agilir
(Brakstad ve ark, 1995). Besiyerine katilan toluidin mavisi DNAz aktivitesini
maskeleyebildigi i¢cin % 0,005’1 agmamalidir. Bu test S. aureus’un identifikasyonunda ek
bir test olarak yardimci olmakla birlikte baska Stafilokoklar da pozitif DNAz reaksiyonu
verebilir (Winn ve ark, 2006; Brown ve ark, 2005).
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2.6.3.2. Termostabil Endoniikleaz Testi

Bu test i¢in yine ayn1t DNAz test besiyeri kullanilir. Sadece agar igerisinde 3 mm
capinda cukur acilir ve 15 dakika su banyosunda kaynamis 24 saatlik siv1 kiiltiir ile bu
kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkiibe edilerek cukurlarin ¢evresinde
pembe bir hale olusup olusmadig izlenir. Baz1 hayvan izolatlar1 (S. caprae, S.schleiferi, S.
intermedius ve S. hyicus gibi) 1siya direng¢li termoniikleaz iiretir. Baz1 koagulaz negatif
Stafilokoklar (S. epidermitis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus gibi) zayif pozitif
reaksiyon verebilirler. S. aureus endoniikleaz testinin 6zgiilliigl, S. aureus enzimlerine
kars1 hazirlanmis monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinhibisyon reaksiyonu veya
S. aureus 151 stabil endoniikleazini kodlayan nuc geni PCR ile gosterilerek dogrulanabilir

(Mason ve ark, 2001).

2.6.3.3. Mannitol Fermentasyonu

S. epidermidis ve diger koagulaz negatif tiirlerin aksine, S. aureus mannitoli
fermente edebilir. S. aureus’un diski, ¢cevre ve nasal tasiyicilarda taranmasinda bu 6zelligi
kullanilir. Kullanilan besiyeri “Mannitol Salt Agar”dir. Bu besiyeri mannitol (% 1), NaCl
(% 7,5), fenol kirmizist ve peptonlar igerir. Bu yiiksek tuz konsantrasyonu, enterekoklar
disindaki diger mikroorganizmalarin liremesini engeller ve segici olarak Stafilokoklar tirer.
Izole edilen S. aureus kolonileri, cevresinde mannitolden asit olusumunu gdsteren sar1 bir
zon varligi ile saptanabilir. Nadiren baska Stafilokok tiirleri de mannitolden asit {iretebilir.
Bu sebeple bu besiyerinde iiretilen mannitol pozitif organizmalar kanli agar besiyerine
pasajlanip koagulaz iiretimi agisindan test edilmelidir (Winn ve ark, 2006).

S. aureus’un identifikasyonunu saglayan molekiiler yontemlerin ¢cogu Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) bazhdir. ik testlerde identifikasyonu dogrulamak igin
amplifikasyon triinlerinin Southern blotlama teknigi ile degerlendirilmesi gerekmekteydi
(Brown ve ark 2005). Fakat daha sonra, tiire spesifik hedef bolgelerin amplifikasyonu i¢in
diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bdlgeler igeren primer araligi gelistirildi. Niikleaz
(nuc), koagulaz (coa), protein A (spA) ve ylizey-iliskili fibrinojen-baglayan protein genleri
gibi genler de S. aureus’un tanimlanmasinda onemlidir. Ayrica Stafilokokal Metisilin
direncinin tespiti i¢in mecA ve 16S rRNA gibi spesifik gen bdlgelerini degerlendiren
multipleks PCR yontemi de mevcuttur (Grisold ve ark, 2002). Ticari olarak bulunan real-

time PCR ile basar1 saglanmistir. Real-time PCR, ekipmani olmayan rutin laboratuvarlarda
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PCR’ye alternatif sunmak icin bir kolorimetrik mikrokuyucuk formatinda, coa geninden
mRNA transkripsiyonunun izotermal sinyal aracili amplifikasyonu kullanan yeni

molekiiler bir yontem de gosterilmistir (Levi ve ark, 2003).
2.6.3.4. Diger Testler

Izole edilen Stafilokok suslarmin tiplendirilmesinde, epidemiyolojik yonden yararh
bilgiler saglayan bakteriyofajlardan yararlanilmaktadir. Faj tiplendirme setleri insan, sigir
ve kanath S. aureus suslar i¢in gelistirilmistir. Genel olarak fajla tiplendirmede, konake1
spesifik suglar farkli gruplarda yer almaktadir ve insan ile hayvan orjinli suslar fajlarla
ayrilabilmektedir. Ancak hayvansal kaynaklardan izole edilen suslarin farkli gruplarda yer
almas1 ve degisken olmasi nedeniyle fajla tiplendirme bu suslar i¢in smirli diizeyde bilgi

saglamaktadir (Aydin ve ark, 2006).

2.6.3.5. Slaym Olusumu
2.6.3.5.1. Christensen Yontemi (Kalitatif Tiip Testi, TT)

Tiipteki 5 ml soy buyyon besiyerine, incelenecek bakteriden 6ze ile birkag¢ koloni
alinarak inokiile edilir ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir. Bakteri iiremesini takiben
tiipteki besiyeri bosaltilir ve bosaltilan her tlipe ayn1 miktarda 0,4’liik trypan blue konur,
elle yavasgga karistirtlir ve boya dokiiliir. Tiipler kurutma kagitlar lizerine ters cevrilerek
kurumalar saglanir. Tiip ¢evresinde olusan mavi rengin koyuluk ve kalinligina gore slaym
olusumu +, ++, +++ pozitif, renk olusmamasi ise negatif olarak degerlendirilir. Tiip testi

degisken ve subjektiftir (Bilgehan, 2000).

2.6.3.5.2. Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Testi (MT)

Plastik mikroplaklarin g¢ukurlarina bakteri suspansiyonu konarak inkubasyona
birakilir. Bu c¢ukurlarin i¢i, daha sonra, mikroplaklar ters g¢evrilerek bosaltilir. Fosfat
tampon eriyigi (PBS) ile yikandiktan sonra, her bir ¢ukura metilen mavisi konur. Boya
dokdliir, PBS ile yeniden yikama islemi yapilir ve oda 1sisinda kurutulur. Mikroplaklar
mikro ELISA ile 490-492 nm dalga boyunda okunur. Bes kuyucuga sadece steril buyyon

konarak, optik yogunluk oOl¢iimlerinin ortalamas: almir. Bu degerin {istiinde olan
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kuyucuklar slaym “pozitif” olarak degerlendirilir. Plastik doku kiiltiir plaklar1 ile slaym

olusumunu kantitatif olarak inceleyen bir yontemdir (Bilgehan, 2000).
2.6.3.5.3. Kongo Kirmizilh Agar Yontemi (KKA)

Stafilokoklarin KKA’a tek koloni ekimleri yapilir. 35°C’de 24 saat inkiibasyonun
sonunda pembe koloni olusturan suslar slaym faktor negatif; koyu kirmizi, kahverengimsi
ya da siyah koloni olusturanlar ise slaym faktor pozitif olarak degerlendirilir. Slaym
olusumunun gézlenmesini teknik kosullar biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Slaym olusumu:

—Besi yerinin yapisi, pH, 1s1, Ca ve Mg, fosfat, protein ve agar yogunlugu,

—XKarbonhidrat ve demir varligi,

—CO; igerigi ve oksijenizasyon, gibi gesitli faktorlere bagimli olarak, degisiklik
gosterebilmektedir (Christensen ve ark, 1994).

Bazi arastiricilar anaerop ortamda slaym tiiretimini géstermislerdir. (Songiir ve ark,
1998). Kaleli ve Demir (1999), 100 adet Koagulaz Negatif Stafilokok (KNS) susunda
slaym {iretiminin, aerop, anaerop ve % 5-10 CO2’li ortamlarda KKA ve KKT ile
arastirmiglar ve slaym faktor pozitifligini en 1yi aerop ortamlarda goézlemislerdir. Aerop ve
anaerop ortamlarda KKA’da slaym olusumunun, KKT yontemine gore daha yliksek
oranlarda oldugunu belirlemislerdir. % 5—10 CO>’li ortamlarda slaym olusumu bakimindan
yontemler arasinda bir énemli bir farklilik olmadigini saptamiglardir. KNS’ler i¢inde en
fazla S. epidermidis 'in slaym tirettigi de bildirilmistir.

Koagulaz Negatif Stafilokoklarda slaym faktor pozitifligi ile ilgili ¢cok sayida
arastirma vardir. Delialioglu ve Gedikoglu (2001), ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
327 KNS susunun slaym faktor olusturup olusturmadiklarini degerlendirmigler; S.
epidermidis’in185 sus (% 56,5) ile slaym faktor olusturma agisindan ilk sirada yer aldigini
bildirmislerdir. Bunu % 25 ve % 17 oranlar1 ile S. simulans ve S. haemolyticus izlemistir.
Aydinli ve ark. (1997), 131 S. epidermidis’ten 62’sinde slaym faktor pozitifligini
bildirmislerdir. Stafilokoklarda slaym olusumu, genotipik olarak da belirlenebilmektedir.
Polisakkarit sentezi genetik kontrol altindadir ve spesifik interselliiler adezyon (ica)

bolgelerini ve 6zellikle de icaA, icaB, icaC ve icaD genlerini igerir (Arciola ve ark, 2002).

2.7. S. epidermidis identifikasyonunda Fosfataz Uretimi

Koagulaz Negatif Stafilokok identifikasyonunda geleneksel yontem olan fosfataz

aktivitesi, S. epidermidis ve S. xylosus suslarinda pozitif, diger Koagulaz Negatif
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Stafilokoklarda negatif olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, diger Stafilokok tiirleri de
fosfataz enzimi iiretebilmektedir. 4 farkli metot kullanilarak tim S. aureus, koagulaz
pozitif S. hyicus ve S. intermedius suslart ve en c¢ok karsilasilan suslardan olan S.
epidermidis, S. chromogenes, koagulaz negatif S. hyicus, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus
ve S. warneri/hominis suslarinda 24-48 saat inkubasyondan sonra fosfataz aktiviteleri
tespit edilmistir. Fosfataz {iretimi besiyerindeki inorganik fosfatin (P;) varligindan ve pH
degerinden etkilenmektedir. Soro ve arkadaslari, iireme besiyerinde P; yoklugu ve pH 8’de
yapilan bir testte cesitli Stafilokok tiirlerinde fosfataz tespit etmistir. %3 P; eklenmis
besiyeri kullanildiginda, sadece S. aureus, S. epidermidis ve S. xylosus suslarinda fosfataz
pozitif ¢ikmistir. Bu calismalar fosfataz aktivitesinin daha dnce diislinenlerden daha yaygin
bir 6zellik oldugu, bu aktivitenin bazi tiirlerde esas olabildigi ve digerlerinde fosfataz ile
bastirilmis olabilmektedir. Bircok ticari kit sistemleri biyokimyasal test bilinyesinde
fosfataz testi (API Staph-IDENT, API Staph, ID32 Staph, RapiDEC Staph) igerdigi halde,
Stafilokoklarda fostaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in bagimsiz testler yoktur. Ayrica pH
5.6-5.8 arasinda p-nitrofenil fosfat (0.495mg/ml) igceren Mueller-Hinton agar olarak tek
agar metodu bildirilmistir. Besiyeri 18-24 saat inokubasyondan sonra degerlendirilir.

Inokulum altinda parlak sar1 renk varlig1 fosfataz pozitif oldugunu gésterir (Winn ve ark,

2006).

2.8. 8. epidermidis ve S. hominis’in Identifikasyonunda Desferrioksamin Duyarhhg

Lindsay ve arkadaglar1 S. epidermidis ve S. hominis’in spesifik identifikasyonu i¢in
bir test rapor etmislerdir (Lindsay ve ark, 1993). Test, akut ve kronik demir yiiklenmesinin
tedavisinde kullanilan ve Streptomyces pilosus tarafindan iretilen desferrioksamine
duyarliligr belirlenir. Test, furozolidon ve basitrasin duyarlilik testlerine benzer disk
difiizyon testi gibi uygulanir. 0,5 McFarland tiirbidite standard:i ile ayni organizma
siispansiyonu hazirlandiktan sonra, BHI agar pleyti inokulum iizerine yerlestirilen
siispansiyon ve 1 mg desferrioksamin diski ile birlikte inokule edilir. 35°C’de 1 saat
inkiibasyondan sonra, pleyt diskin etrafindaki zon incelenir. Lindsay ve ark. (1993)
caligsmalarinda 95 KNS’ un 57°si S. epidermidis ve 4 S. hominis izolatlar1 desferrioksamine
duyarli, kalan 34 izolat ise direngli bulunmustur. Desferrioksamin ticari olarak uygun
olmasma ragmen, standardize edilmis duyarlilik test diskleri kurum i¢i hazirlanmis

olmalidir (Liithje ve Schwarz, 2006).
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2.9. S. saprophyticus’un Identifikasyonu i¢in Novobiosin Duyarliig

11 Stafiokok tiirti (S. saprophyticus, S. cohnii subsp., S. xylosus, S pulvereri, S.
sciuri, S. lentus, S. gallinarum, S. kloosii, S. equorum, S. arlattae ve S. vitulus) 1,6 pg/ml
veya daha fazla MIC degeri ile novobiosine direnglidir. S. saprophyticus disindaki
novobiosin direngli tiirlere nadir rastlanildigi i¢in, novobiosin duyarlilik testi S.
saprophyticus identifikasyonu i¢in kullanigh bir metottur. Novobiosine direncli tiirlerde 6
mm (hi¢ zon yok)-12 mm, duyarl tiirlerde ise 16-27 mm zon olusur. Bu test P agar adinda

besiyeri kullanilarak hazirlanir (Marshall ve ark, 1998; Lowy ve ark, 2003).

2.10. S. saprophyticus ve S. epidermidis Identifikasyonunda Trehaloz-Mannitol-
Fosfataz Agar

Trehaloz-mannitol-fosfataz agar (TMPA) S. saprophyticus ve S. epidermidis’in
belirlenmesinde yardimci olmasi i¢in formule edilmistir. S. epidermidis trehaloz ve
mannitolden asit iiretmez ve ¢cogu susu (% 90-96) fosfatazn pozitiftir. S. saprophyticus’un
trehaloz ve mannitolden asit iiretimi degiskendir ve fosfataz negatiftir TMPA’da asit
tiretimi, besiyerinde mordan sariya renk degisimi ile belirlenir ve alkalin fosfataz aktivitesi
IN amonyum hidroksit ile nemlendirilmis filtre kagidi iizerine besiyerinden (fenolfitaleyn
difosfat igerir) taranan koloniler ile belirlenir. Fosfataz pozitif koloniler filtre kagidi
tizerinde pembe renk iiretir. Bu besiyeri ile birlikte novobiosin disk duyarlilik testi
birlestirildiginde S. saprophyticus ve S. epidermidis identifiye edilebilir. Ayrica Knapp ve
Washington tarafindan tasarlanmis trehaloz ve mannitol broth, 2 saat iginde .

epidermidis’i diger KNS’lardan ayirabilir (Knapp ve ark, 1989).

2.11. S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’un Identifikasyonunda
Florojenik/Kromojenik Metotlar

2.11.1. Rapidec Staph

Bu yontem S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’u 2 saat i¢inde identifiye
eden kit sistemidir. Identifiye edilecek izolat suda emiilsiyon haline getirilir ve siispansiyon
4 kuyucuga dagitilir. Tk kuyucuk kontroldiir, digerleri sirasiyla floresan koagulaz substrat,
alkalin fosfataz substrati (PAL) ve p-galaktosidaz substratidir (BGAL). 2 saatlik
inkubasyondan sonra, kuyucuklar ultra viole 151k altinda incelenir. Eger ilk kuyucuga gore

2. Kuyucukta daha fazla floresan belirlenirse, izolat S. aureus olarak identifiye edilir. Eger
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bu test negatifse, diger kuyucuklar ya direkt olarak (kuyucuk 3) ya da reaktiflerin tespiti
icin gerekli ilavelerden sonra (kuyucuk 4) incelenir. Kuyucuk 3’teki pozitif reaksiyon
izolatin S. epidermidis (alkalin fosfataz pozitif), kuyucuk 4’teki pozitif reaksiyon ise
izolatin S. saprophyticus (pB-galaktosidaz pozitif) oldugunu gosterir. Hem PAL hem de
BGAL’da olusan pozitif sonug, S. xylosus veya S.intermedius’un olas1 identifikasyonunu
saglar. Son zamanlarda yayinlanan 6l¢timlerde, RapiDEC STAPH, 130 S. aureus susunun
% 100 dogru identifiye etmistir; ancak 74 S. epidermidis susunun % 70’ini ve 32 S.
saprophyticus susunun % 81’ini dogru identifiye etmistir. Diger koagulaz negatif 62
izolatin testinde, 4 S. sciuri susu S. epidermidis olarak, 8 izolat (1 S. hominis, 3 S. cohnii, 3
S. simulans ve 1 S. kloosii) S saprophyticus olarak yanlis identifiye edilmistir. RapiDEC
STAPH’daki PAL testi S. epidermidis’de fosfataz varligin1 belirlemede oldukca spesifik
oldugu gosterilmistir; ancak fosfataz negatif veya diisiik oranda enzim {iireten bu tiirlerin
suslar1 bu yontemle S. epidermidis olarak identiifiye edilemez. Dolayisiyla, S. epidermidis
identifikasyonunda RapiDEC STAPH’mn sensivitesi ve verimlili§i populasyondaki PAL

pozitif ve negatif suslarin prevalansina baglidir (Winn ve ark, 2006).

2.12. Konvansiyonel Identifikasyon Prosediirleri

Stafilokoklarin identifikasyonundaki biyokimyasal reaksiyonlar bulunmaktadir.
Kisaca, biyokimyasal testler nitrat broth, iireaz agar ve arjinin dihidrolaz besiyeri gibi
enterik besiyeri kullanarak gerceklestirilir. Karbonhidrat kullanma testleri % 1 steril
karbonhidrat igeren purple broth agarda gerceklestirilir. Maya o6ziitli ilavesi (% 1-2) gec
tireyen suslarin daha fazla iiremesi i¢in gerekli olabilir. Biyokimyasal testler ve
karbonhidratlardan asit {iretim testlerine ek olarak, Enterokoklarm ve KNS’larin
identifikasyonuna yardimci olan polymyxin B (300 U disk), basitrasin (10 U disk) ve
pyrolidonyl arylamidase (PYR) testleri gibi antimikrobiyal ajanlara duyarlilig
bildirilmistir (Hebert, 1988). Son zamanlarda, Rhoden ve arkadaslari, API-Staph-IDENT
sisteminden kromojenik enzim substrat se¢me tastleriyle birlikte Mikrokoklarin
karbonhidrat kullanimi ve biyokimyasal testlerin kullanimi ile degistirilmis yeni bir
formulasyon yapmistir. Bu formulasyon onceki referans identifikasyon metotu ile ters
diismektedir. Tarama testleri morfoloji (Gram boyama), familya belirlenmesi (katalaz
testi), cins gruplamasi (glikoz fermentasyonu) ve bagli ve serbest koagulazin (lam ve tiip
koagulaz, Staph Aurex lateks agliitinasyon testi) varligin1 belirlemede kullanilir (Rhoden

ve ark, 1993).
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2.13. Ticari Identifikasyon Sistemleri

Cesitli ticari kitler KNS’larin identifikasyonu i¢in uygundur. Bu kriterlerin tiimii
organizmanin identifikasyonu i¢in karbonhidrat fermentasyon testleri, nitrat rediiksiyonu,
ireaz, Voges Proskauer ve kromojenik enzim substrat testleri kullanilir. Bu sistemler {iretici

tarafindan belirli formatlar kullanilarak uyarlanmistir (Rhabadan ve ark, 2000).

2.13.1. API Staph-Ident

Bu yontem identifikasyon ig¢in organizmanin yogun siispansiyonu ile inokule
edildigi 10 kisaltilmis biyokimyasal testleri igerir. Sistemin veri tabani Stomatococcus
mucilaginosus’un ve Stafilokoklarin 17 tiir veya alttiirlerini igerir. Staph-IDENT’de S.
mucilaginosus’un dogrulanmasina ihtiya¢ vardir; Oneriler, Micrococcus kristinae’den
organizmayl ayirmak i¢in tuz buyyonda iiretme, katalaz varligi ve Stafilokoklardan
ayirmak i¢in lizostafin duyarliligini belirlemeye yoneliktir. Staph-IDENT kapsamli olarak
degerlendirilmis ve ticari prosediirlerle uyusma tiir testlerine bagli olarak % 43-95
araliginda bulunmustur. Rhoden ve ark, Staph-IDENT sistemin Micrococcaceae
familyasinin hem yaygin olarak karsilasilmis hem de yaygin olmayan tiirlerde

identifikasyonun yetersiz oldugu sonucuna varmistir (Rhoden ve ark, 1993).

2.13.2. API Staph

Bu yontem hem Mikrokoklar hem de Stafilokoklar icin 18-24 saatlik bir
identifikasyon sistemidir. Bu sistem bant formatinda, 19 dizili testi igerir ve kit ile birlikte
konulan pepton-maya 6ziitii broth besiyerinde hazirlanan organizma siispansiyonu inokule
ediliri veri taban1 25 siradan olusur, insan ve veteriner orjinli Stafilokoklari, Mikrokoklari
ve S. muclaginosus’u igerir. APl STAPH’in 277 KNS’dan % 73’iinii dogru olarak
identifiye ettigini bulmustur. Burada S. aureus’u % 100 olarak tespit etmisken, diger

izolatlarda yetersiz kalmistir (Winn ve ark, 2006).

2.13.3. ID32 Staph

Bu yontem Mikrokoklarin identifikasyonu igin 24 saatlik bir bant sistemidir ve 26
biyokimyasal test icerir. ID32 Staph tiim sistemlerden en kapsamli veri tabanina sahiptir ve

tiim insan ve hayvan Stafilokok tiirlerini (S. saccharolyticus haric) kapsar. Sistem ayrica 6
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Mikrokok tiirli ve S. mucilaginosus’u identifiye eder. 8 laboratuvarda 792 susla yiiriitiilmiis
uluslaras1 bir ¢aligmada ID32 Staph’m % 95,5 izolati dogru identifiye ettigi tespit
edilmistir (Stapleton ve ark, 2002).

2.13.4. MicroScan Rapid Pos Combo Paneli

Bu sistem ¢esitli test substratlar1 ve karbonhidratlarla fikze edilmis filtre kagidi
diskleri kullanilir. Mikrokok, Stafilokok ve Streptokok identifikasyonu i¢in tasarlanmistir.
KNS’larin % 86’sin1 identifiye ettigi tespit etmistir. S epidermidis tiirlerinden ise % 96’s1m
tespit etmis, diger tiirlerin tespitinde ise testin dogrulugu izin vermemistir. Sonug olarak
sistem Stafilokok tiirlerinin c¢esitliliginde testin segiciligi optimal degildir (Winn ve ark,

2006).

2.13.5. Staph-Sistem 18-R

Bu sistem 18 modifiye geleneksel substrat igeren plastik tabakadan olugmaktadir.
Kuyucuklar organizma siispansiyonu ile birlikte inokule edilir, panel inkube edilir ve 18-24
saat sonra degerlendirilir. Bu kit sistemlerinin bircogunda oldugu gibi, S. lugdunensis ve S.
schleiferi gibi onemli izolatlarin identifikasyonu i¢in veri tabanmin diizenlenmesine ve

daha fazla teste gereksinim duyuldugu belirtilmistir (Winn ve ark, 2006).

2.13.6. VITEK Gram Pozitif Identifikasyon (GPI) Karti

Bu sistem otomatik Vitek bakteriyel identifikasyon duyarlilik test sistemi ile
birlikte kullanmak iizere tasarlanmis, Gram pozitif organizmalarin identifikasyon kartidir.
Kart Stafilokok, Streptokok ve bir¢ok Gram pozitif basil tiirlerinin identifikasyonu igin
substrat igeren 30 mikropleyt icerir. KNS’larin identifikasyonu genel olarak 10-13 saat
stirer. Ancak su anda veri tabaninda bulunmayan S. lugdurensis gibi organizmalar ya yanlis

identifiye edilmekte ya da hi¢ identifiye edilmemektedir (Winn ve ark, 2006).

2.13.7. MALDI-TOF MS Yontemi

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization with Time-of-

Flight Mass Spectrometry) yontemi ile her organizma i¢in 6zgiil olan proteinlerden kiitle
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spektrometresine dayali mikroorganizma i¢in 6zgilin bir ¢esit parmak izini ¢ikarmakta, bu
sayede bakteri, mantar ve viriis tanimlamasi yapilabilmektedir (Holland ve ark, 1996).
MALDI-TOF MS analizinde 6rnek hazirlamak i¢in mikroorganizmanin matriks
soliisyonu ile kanigtinlarak kristalize hale getirilmesi gerekmektedir. MALDI’nin hafif
iyonizasyon mekanizmasi olarak degerlendirildigi bir MS analizinde, matriks denilen
kiictik kiitleli organik bilesimin doygun solusyonu numuneye eklenir ve karigim analiz i¢in
metal hedef plakasinda goriiliir (Sekil 1). MALDI-TOF MS analizinde 6rnek hazirlamak igin
mikroorganizmanin matriks soliisyonu ile karstirilarak kristalize hale  getirilmesi
gerekmektedir. Cok az miktardaki (10*ila 10° CFU) mikrobiyal biyokiitle analiz igin yeterlidir.
Bakteri veya mantar calisilmasi durumunda bir mikrobiyal koloni analiz edilir. Bazi
durumlarda direkt kan kiiltiirli, idrar, omurilik sivis1 ya da protein ekstrakti kullanilabilir.
Kurutma ile analiz edilecek materyal ve matriks soliisyonu kristalize edilir. Matriks, hem
iyonizasyonun olusabilecegi bir ortam olarak hemde materyalin iyonizasyonu i¢in proton
saglayicisi olarak calistigl i¢in, materyalin basarili iyonizasyonu agisindan gereklidir.
Metal plakanin yiizeyinde bulunan numune-matrix kristali, UV lazer 1sm1 kullanilarak
1sinlanir. Isinlama asir1 1sinmanin sebep olabilecegi bozunmadan kaginmak i¢in kisa bir

zamanda gerceklesir (Wieser ve ark, 2012).

29=
005
Bﬂf.
000
00
oo
e
007
]

{1'33 == = =) [ N e e ey
i i - o o = e @ @ ® © © ©
IZOLE M.ORANIZMA mimd Bl o e TR el e T A e )
o o O 2 2 0 0 O o 90 o O
L = = = S = = S =
L = S~ S — = S~
ooooooo ‘ 5 S s e B

~" MATRIX SOLUSYONU

_ MALDI - TOF PLAKASI
@

Sekil 1. Izole kiiltiirden identifikasyon yontemini kullanan MALDI-TOF MS tarafindan yapilan
bakteri ve maya saptanmasinin genel semasi. Numuneler matrixle kaplanip ve kurutulur. Plaka

sonradan MALDI-TOF MS sistemine yiiklenir ve yazilim tarafindan analiz edilir (Andrew ve ark
2013)

Lazer 1511 matriks-materyal kristalinde kiiciik bir noktaya odaklanir ve 1sin
azalticis1 lazer optiklerinde 1simmlanmayr ayarlamak icin kullanilir. Lazerden gelen
fotonlarla, matriks molekiilleri arasindaki i1sindan gelen enerji arasinda olan etkilesim,
numunenin iyonizasyonunun oldugu matriksin gaz fazina gectigi sublimasyonu tetikler.

Genellike UV Lazerleri kullanilmakla birlikte UV’den kizilotesine diger lazer
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mesafelerinin dalgaboylar1 da MALDI deneylerinde kullanilmaktadir (Sekil 2) (Andrew ve
ark, 2013).
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Sekil 2. Iyonize edilmis mikrobiyolojik izolatlarn ve klinik numunenin MS analizinin genel
semasi. Uygun bir sekilde islemden gegirilen numuneler MALDI plakasina eklenir, matrixle
kaplanir numune lazer tarafindan bombardimana tutulur. Bombardiman hem numunenin hemde
matrixin sublimasyonu ve iyonizasyonuyla sonuglanir. Bu olusan iyonlar kiitle yiikleme oranlarina
gore ayrilir ve bu iyonlarin spektrum represantasyonu olusturulur ve MS yazilimi tarafindan MS
profili olusturularak analiz edilir. Bu profil sonradan referans MS spektrumunun veri tabaniyla
karsilastirilir ve numunede bulunan bakteri veya maya i¢in bir saptama yaratarak kimlikle veya veri
tabanindaki en ¢ok iligkili yakin spektrumla eslestirilir (Andrew ve ark, 2013)

Kiiltiirde iiremis bakterilerin konvansiyonel yontemlerle tanimlanma iglemi 1-2 giin
siirebilmektedir. MALDI-TOF MS yontemi ile dogru sekilde tanimlayabilme oraninda bir
degisiklik olmadan bu siire 1 saate kadar inebilmektedir. Ayrica MALDI-TOF MS yo6ntemi
daha o6nceden 16S rRNA gen sekansi ile ayrilabilen yakin tiirlerin bile ayrimini basariyla
yapabilmektedir. Gliniimiizde kullanilan MALDI-TOF MS teknikleri kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerlerinden ve iireme kosullarindan etkilenmeden c¢alismaktadir fakat analiz igin
aliacak koloninin 48 saatten daha yasl olmamasi tercih edilmektedir. Eskiyen kiiltiirlerde
ayirt edici pik sayisi ve bu piklerin yogunlugu diismektedir. Buna neden olarak ise eskiyen
kiiltiirlerde meydana gelen ribozomal proteinlerin par¢alanmasi gosterilmektedir (Wieser
ve ark, 2012).

Bakteriyel tanimlama islemi Ornekten elde edilen bilgilerin veritabanindaki
bilgilerle karsilastirilmasi sonucunda yapilmaktadir. Direkt olarak koloniden yapilan
caligmada tanimlama yapilamadiysa mikroorganizmaya protein ekstraksiyon protokolleri
uygulanarak yontem tekrarlanmalidir (Van Veen ve ark, 2010). MALDI-TOF MS yontemi
mikrobiyolojik tanimlama ig¢in nispeten yeni bir yontem oldugundan yanlis tanimlama
yapillan ya da tanimlama yapilamayan mikroorganizmalarin nedeni genellikle

veritabaninda o mikroorganizma icin yeterli referans spektrumlarinin olmamasidir

20



(Mellman ve ark, 2008). Bu eksikligin veritabaninin giin gectikce gelismesi ile beraber
yakin bir gelecekte asilacagi diistinlilmektedir. Rutin bakteri izoatlarinda MALDI-TOF

MS’in tiir bazinda dogru tanimlama oranimin % 84,1 ile % 95,2 arasinda degistigi bildirilmistir
(Eigner ve ark, 2009; Seng ve ark, 2009).

2.14. Sanger Sekans Yontemi

Bu yontem, DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de (dideoksiriboniikleozit
trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanmaktadir. Sentezlenen DNA’ya bir
ddNTP’nin katilmasi ile 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigr i¢in kendisine niikleotid
ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA par¢acig1 elde edilir. Deneyde, dort
reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karigimi kalip DNA zinciri, uygun primer,
radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az miktarda ddNTP’den sadece birini igerir.
Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiiplinde farkli bir ddANTP bulunur. Elektroforez
sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru
okunarak dizi saptanir (Sekil 3).

Strand to be sequenced
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? 9 ¢9 Q THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is
mired with a primer and spiit into four aliquots, each
" NA pol

, four deoxyribo triphos-

phales and a replication terminator. Each reaction proceeds until a replication-terminating
nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to
separate the DNA fragments. The sequence of the original strand is inferred from the results. (See p. 40
for an illustration of a high-speed DNA sequencer.)

Sekil 3. Sanger sekans yontemi

2.15. Staphylococcus aureus Kaynakh Mastitislerin Tedavisi, Koruma ve Kontrol

Stafilokokkal mastitislerinin tedavisinde meme i¢i veya parenteral yolla farkli
antibiyotik uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Akut mastitis olgularinda hizli tedaviye

baslamak esas oldugundan, kiiltiir sonuglar1 beklenmeden genis spektrumlu bir antibiyotik
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ile yiiksek dozlarda tedaviye baslanir. ilacin 24 saat araliklarla ii¢ kez tekrar uygulanmasi
tedavi sansini artirir.  Ancak, laktasyon donemindeki mastitis olgulari antibiyotik
uygulamasi ile tlimiiyle sagaltilamamasi nedeniyle kuru doneme gecildikten sonra da
sagalttma devam edilmesi tavsiye edilmektedir. Perakut mastitis olgularinda oncelikle
memenin tamamen bosaltilmasi esastir. Parenteral ve meme i¢i antibiyotik uygulamasi ile
infekte meme bolimii ve hayvan kurtarilabilir. Antibiyotik tedavisine paralel olarak
toksemiye karsi antihistaminik ve elektrolit tedavisi de uygulanir. Mastitislerin kontroliinde
en etkin yontem uygun ve hijyenik sagim prosediirleri ve meme sagligi kontrol
programlarimin  uygulanmasidir. Infekte hayvanlarmn izolasyonu da yeni mastitis
vakalariin sayisini azaltmak i¢in bagvurulan bir diger yontemdir. Mastitislerin asilama ile
eradikasyonu ve kontrolii ulasilmasi giic bir hedef olmakla birlikte, mastitis oraninin
azaltilmasi, siddetinin hafifletilmesi ve kendiliginden iyilesme stiresinin kisaltilmasina

yonelik yararlanilmaktadir (Moon ve ark, 2007).

2.16. Koruma ve Kontrol

Mastitisli bir inegi tedavi etmek yerine o inegi mastitise kars1 korumak ¢ok daha
ekonomiktir. Bu nedenle isletmelerdeki inekleri koruma altina alan bir program
uygulanmalidir. Bu programlar ile daha az mastitis olgusu, daha az siit kaybi, daha az is
giici olmakta ve tedavi masraflar1 asgariye inmektedir (Bastan, 2009). Streptokok
infeksiyonlarinin kontrol edilmesi ig¢inde belirli kritik kontrol noktalar1 olusturulmustur.
Sagim sirasindaki hijyen kurallari, kuru dénem tedavisi, sagim Oncesi ve sonrasi meme
dezenfeksiyonu, kronik infekte hayvanlarin siirtiden uzaklastirilmasi, sagim makinelerinin

optimum sartlarda kullanimi1 bu kontrol noktalarini olusturur (Huber ve ark, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢

Calisma, Aydin ilinde yer alan, 6zel sektdre ait siit sigir yetistiriciligi yapilan
ciftliklerinde 2017 yili Mart ve Agustos aylar1 arasinda gergeklestirilmistir. Bu ¢iftlikler
hayvan basina giinliik ortalama en az 22 litre siit verimine sahiptir. Serbest sistem yar1 agik
yapidaki cifliklerin rasyonlarinda siit yemi, kepek, misir silaji, saman ve yonca bulunmakta
ve makine ile sagim yapilmaktadir. Arastirmamizda, 25-250 baslik hayvan kapasitesine
sahip 8 ciftlikteki akut klinik mastitisli ineklerden, uzman veteriner hekim tarafindan
alinmis 100 siit 6rnegi kullanilmistir. Calismaya hepsi laktasyon doneminde olan, son bir
ayda antibiyotik tedavisi uygulanmamis, en az bir dogum yapmis, 2-8 yasli, Holstein 1rki
hayvanlar dahil edilmistir. Akut klinik mastitisin belirlenmesinde son 3 giin i¢ginde meme
bolgesinde goriilen yangi semptomlariyla (agri, hassasiyet, kizariklik, sicaklik artisi ve
fibrindz doku olusumu), siitte goriilen degisiklikler (siit veriminin azalmasi, siitte kotii
koku, siitiin kanli, irinli, pithtili olmasi) dikkate alinmistir. Ayrica klinik mastitis tanisi
CMT (California Mastitis Test) ile dogrulanmistir. Toplanan siitlerin Staphylococcus sp.
yoniinden mikrobiyolojik analizleri, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Teshis ve Analiz Laboratuvarinda yapilmistir. Arastirmanin
gerceklestirilmesinde, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 25.08.2016 tarihli VII. Oturumu 64583101/2016/140 sayili karar numarasi ile

etik acidan sakinca bulunmadig bildirilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve Ayiraglar

3.1.2.1. Besiyerleri

3.1.2.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

Blood Agar 40 ¢
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2—-7,4’e ayarlanmig, onbes dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye

kadar sogutulup, i¢ine % 7 oraninda steril insan kani ilave edildi.
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3.1.2.1.2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404)

MSA ayirt edici ve segici bir besi yeridir. Stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi
ve laboratuvarda tanimlanabilmesi agisindan onemli olan mannitol fermantasyonunun
gozlenebilmesi icin MSA kullanildi.

Mannitol Salt Phenol Red Agar 108 g
Distile su 1000 ml
Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, onbes dakika otoklavda sterilize edildikten sonra,

50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.

3.1.2.1.3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxo0id CM 129)

Mueller-Hinton Broth 38¢g
Distile su 1000 ml
pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su i¢inde kaynatilarak eritilip 121 °C'de 15 dakika
sterilize edildi. 45-50 °C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml dokiildii.

3.1.2.1.4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)

BHIB 8g
Gliserin 20 ml
Distile su 80 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan sonra
121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.2.1.5. Trypton Soya Broth (TSB) (% 7,5 Tuzlu) (Oxoid CM 129)

TSB 8¢g
NaCl 75¢g
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e¢ ayarlandi. 5 ml miktarda tiiplere dagitildi. 121°C’de onbes
dakika otoklavda sterilize edildi.
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3.1.2.1.6. DNAse Test Agar (Merck 1.10449)

Triptoz 20g
NacCl 75 g
Deoksiribontikleik asit 2g
Agar agar 15¢
Distile su 1000 ml

Karnisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

12.5’er ml miktarda steril petrilere dokiildii.

3.1.2.2. Kaliforniya Mastitis Test Ayraci (Immucell®)

Alkil Benzen Siilfonat
pH indikat6rii
Ayraglar, siit ile karigtirilarak infeksiyonun derecesine gore klinik mastitis siiphesi

tasiyan hayvanlarin siitleri toplandi.

3.1.3. Primerler

Staphylococcus sp. identifikasyonu i¢in arastirmamizda kullanilan fD1 ve Rsl6

universal primerler Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Staphylococcus sp. identifikasyonu i¢in kullanilan universal primerler

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3”) Referans
fD1 S'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3' Guendouzi ve ark 2013
Rs16 5> TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’ Guendouzi ve ark 2013

3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin alinmasi

Her siit 0rnegi alinirken, meme baglar1 su ve silinger yardimi ile temizlenip
kurulanmig ve % 70’lik alkol ile silinmistir. Meme basindaki saprofit bakterileri
uzaklastirmak i¢in ilk birka¢ ml siit atildi. Steril enjektorler i¢ine 10 ml miktarda alinmistir.

Alman tiim drnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
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Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarma ayni giin getirilip laboratuvar

caligmalarina baglanmistir.

3.2.2. Staphylococcus sp. 1zolasyonu

Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri dogrudan MSA’ya ekilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkubasyondan sonra iireyen koloniler % 7 koyun kani igeren Kanli agara ekilmis ve 24
saat inkubasyondan sonra gram boyama yapilarak gram pozitif kok olarak degerlendirilen
suslarin  biyokimyasal  Ozellikleri  standart laboratuvar islemleri uygulanarak

degerlendirilmistir.

3.2.3. Staphylococcus sp. Mikroskopisi

Elde edilen 6rneklerin Gram (+) Staphylococcus cinsine ait olup olmadigimin tespiti
amaciyla Gram boyama uygulanmistir. Gram boyama i¢in, 6rnekten temiz bir lam iizerine
steril 6ze ile 2-3 6ze dolusu su konulmus ve 24 saatlik bakteri kiiltiirlinden de 6ze ile
alimarak su ile karistirilarak lam iizerine yayilmistir. Lam havada kurutulduktan sonra
alevden gecirilerek fikse edilmis ve kristal viyole ile 1 dk boyanmistir. Bu siire sonunda
boya dokiilmiis ve lam iizerine lugol ¢6zeltisi damlatilarak 1 dakika beklenmis ve bu siire
sonunda liigol ¢ozeltisi dokiilerek kurutma kagidi ile kurulanmistir. Lam % 96’lik etil
alkole daldirilip ¢ikarilarak 10-15 saniye siireyle alkol ile yitkanmis daha sonra ise saf su ile
yikanarak kurutma kagidi ile kurulanmistir. Son olarak lam iizerine safranin damlatilarak
30 saniye siireyle boyanmis ve 6rnek saf su ile yikanarak kurulandiktan sonra mikroskopta
incelenmigtir. Mikroskopta Gram (+) Ozellik gosteren yuvarlak bicimli bakteriler

aranmistir (Winn ve ark, 2006).

3.2.4. Staphylococcus sp. Konvansiyonel Identifikasyonu

Izolatlarmn fenotipik identifikasyonlarinda kullanilan katalaz, novobiocin ve
bacitracin duyarlilik, DNAse ve tiip koagulaz testleri asagidaki anlatildig1 sekilde yapilarak
gerceklestirilmistir.
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3.2.4.1. Katalaz Testi

Bu test i¢in besiyerinde lireyen kolonilerden steril 6ze ile almip temiz bir lam
tizerine aktarildiktan sonra tizerine 1-2 damla % 3’liikk hidrojen peroksit damlatilmistir.
Katalaz enzimi olusturan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayrigtirdigi igin
ortamdaki oksijen c¢ikisi kabarcik olusumu ile belirlenmistir. Bu nedenle test sonucu
kabarciklar meydana geldiginde katalaz pozitif, kabarciklar olusmadiginda ise katalaz
negatif olarak degerlendirilmistir. Streptococcus sp. katalaz negatif, Micrococcaceae

familyasindaki Micrococcus sp. ve Staphylococcus sp. ise pozitifdir (Bilgehan, 2000).

3.2.4.2. Basitrasin Duyarhhgi

Katalaz pozitif suslardan tek bir koloni Tripttik Soy Broth’da iiretildikten sonra
Mueller Hinton Agara ekim yapilmistir ve ekim hatti iizerine basitrasin diski (Oxoid
0,04U/ml) yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saat inkube edildikten sonra basitrasine direngli

suslar Staphylococcus sp. olarak ayrilmistir.

3.2.4.3. Koagulaz Testi

Calismada, kullanilan bakterilerin koagulaz testleri tiipte gergeklestirilmistir. Bunun
icin incelenecek koloni, igerisinde 0,8 ml serum fizyolojik ve 0,2 ml EDTA’ll tavsan
plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck®) bulunan bir tiipe ekilmistir.
37°C’deki benmaride birakilarak 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde pihtinin olugmasi
gozlemlenmistir. Koagulaz enzimine sahip tiirlerin kan plazmasimm koagiile etmesi
sonucunda test tiipiinde katilagma meydana gelirse, test sonucu pozitif, katilasma meydana
gelmiyorsa negatif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen tim koagulaz pozitif ve negatif
suglar daha sonra kullanilmak tzere, % 20 gliserinli BHIB icerisinde -80°C’de

saklanmistir.

3.2.4.4. Mannitol Fermentasyonu

Katalaz pozitif ve koagulaz negatif olan suslar bakterilerin mannitol salt agara
ekimleri yapildi. 37 ° C’de 24 saatlik inkubasyondan sonra izole edilen Staphylococcus
kolonileri ¢evresinde mannitolden asit olusumunu gdsteren sar1 bir zon varligi ile

degerlendirilmistir.
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3.2.4.5. DNAz Testi

DNA’I1 besiyerine Stafilokok izolatlarindan ¢izgi ekimi yapilip 35°C’de 24 saat
bekletilmis, daha sonra agar ylizeyine | N HCI damlatilmistir. Ekim ¢izgisinin ¢evresinde

saydam bir zon olusmasi ile test degerlendirilmistir.

3.2.5. Staphylococcus sp. API Staph ile Identifikasyon

Kanl1 agarda iireyen 18-24 saatlik taze kiiltiirlerden 6ze vasitasi ile alinarak Sml’lik
steril siispansiyon sivisinda 0.5 McFarland’a esit tiirbiditede bakteri siispansiyonu
hazirlandi. McFarland Olgiimiinde bioMérieux marka DensiCHEK™ Plus model
McFarland cihazi kullamldi. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda 20 dehidre test
maddesi igeren strip steril ve aseptik kosullarda, hazirlanan bakteri siispansiyonu ile
dolduruldu. 20 dehidre test maddesi ve inkiibasyon sonrasi olusan renk reaksiyonlar1 Tablo
2’de belirtilmistir. Doldurulan stripler numune isimlendirmesi yapilarak 37°C’de 24 saat
inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonunda; ek reaktif gerektiren kuyucuklara (VP, NIT, PAL)
iiretici talimatlarinda belirtilen sekilde ek reaktifler damlatildi. Olusan reaksiyonlar gorsel
olarak degerlendirilerek sonu¢ kagidina islendi ve herbir mikroorganizma ig¢in sayisal
profil olusturuldu. Elde edilen sayisal profiller ¢evrimici bir profil tanimlama programi

olan apiWEB programina girilerek identifikasyon sonuglari alindu.
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Tablo 2. API Staph test kiti i¢in degerlendirme kriterleri

o _ MIKTAR ] _ SONUC
TESTLER AKTIF ICERIKLER (mg/kiip.) REAKSIYONLAR/ENZIMLER NEGATIF POZITIF
0 Substrat yok Negatif kontrol kirmizi —
GLU D-glukoz 1.56 (Pozitif kontrol) (D-GLUcose)
FRU D-fruktoz 1.4 asidifikasyon (D-FRUctose)
MNE D-mannoz 1.4 asidifikasyon (D-ManNosE)
MAL D-maltoz 1.4 asidifikasyon (MALtose)
LAC D-laktoz (inek 1.4 asidifikasyon (LACtose) karmiz1 satt
orijinli)
TRE D-trehaloz 1.32 asidifikasyon (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1.36 asiditikasyon (D-MANnitol)
XLT Xylitol 1.4 asidifikasyon (XyLiTol)
MEL D-melibioz 1.32 asidifikasyon (D-MELibiose)
NIT 1 +NIT 2/ 10 dk.
NIT potasyum nitrat 0.08 NITratlarin nitritlere indirgenmesi .
renksiz-agik pembe kirmizi
ZYMA+ZYMB/10dk.
PAL B-naftil fosfat 0.0244 AlLkaline Phosphatase
sar1 | mor
VP1+VP2/10dk.
Acetyl-methyl-carbinol production .
VP sodyum piruvat 1.904 (Voges Proskauer) renksiz-agik pembe mor-pembe
RAF D-raffinoz 1.56 asidifikasyon (RAFfinose)
XYL D-ksiloz 1.4 asidifikasyon (X'YLose)
SAC D-sakkaroz (sukroz) 1.32 asidifikasyon (SACcharose) kirmizi sart
MDG methyl-[1D- 1.28 asidifikasyon (Methyl-[1D-
glukopiranosid Glucopyranoside)
NAG N-acetyl-glukozamin 1.28 asidifikasyon (N-Acetyl- Glucosamine)
ADH L-arginin 1.904 | Arginine DiHydrolase sart turuncu-
kirmiz1
URE iire 0.76 UREase sar1 kirmiz1 - mor

3.2.6. Staphylococcus sp. VITEK 2 Compact ile identifikasyon

Calismamizda veritabaninda Stafilokoklarim da yer aldigt VITEK GP (Gram

Pozitif) identifikasyon kartlar1 Kullanildi. Tablo 3’de VITEK 2 Compact cihazi

veritabaninda yer alan Stafilokok tiirleri sunulmustur.
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Tablo 3. VITEK 2 Compact cihazi veritabaninda yer alan Stafilokok tiirleri

Staphylococcus hominis ssp. hominis Staphylococcus sciuri Staphylococcus caprae
Staphylococcus hominis ssp. Staphylococcus simulans Staphylococcus carnosus ssp. carnosus
novobiosepticus

Staphylococcus hyicus+ Staphylococcus vitulinus Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus intermedius+ Staphylococcus warneri Staphylococcus cohnii ssp. cohnii
Staphylococcus kloosii Staphylococcus xylosus Staphylococcus cohnii ssp. urealyticus
Staphylococcus lentus Staphylococcus arlettae Staphylococcus epidermidis+
Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus aureus*+ Staphylococcus equorum
Staphylococcus saprophyticus Staphylococcus auricularis Staphylococcus gallinarum
Staphylococcus schleiferi Staphylococcus capitis Staphylococcus haemolyticus

+ Koagulaz pozitif tiirler, * Patojen olarak degerlendirilen tiir

VITEK GP Kkartlar1 igerisinde karbon kaynagi kullanimi, enzimatik aktiviteler ve

direnci 6lgen biyokimyasal testlerden olusan 43 substrat kuyucugu bulunmaktadir. Tablo

4°de VITEK GP kart1 igeriginde yer alan 43 adet substrat belirtilmistir.

Tablo 4. VITEK GP karti i¢eriginde yer alan substratlar

D-AMIGDALIN

L-LAKTAT alkalinlesmesi

FOSFATIDILINOSITOL FOSFOLIPAZ C

LAKTOZ

D-KSILOZ

N-ASETIL-D-GLUKOSAMIN

ARIJININ DIHIDROLAZ 1 D-MALTOZ
BETA-GALAKTOSIDAZ BACITRASIN DIRENCI
ALFA-GLUKOSIDAZ NOVOBIYOSIN DIRENCI
Ala-Phe-Pro ARILAMIDAZ %6,5 NaCI'DE UREME
SIKLODEKSTRIN D-MANITOL

L-Aspartat ARILAMIDAZ D-MANNOZ

BETA GALAKTOPIRANOSIDAZ METIL-B-D-GLUKOPIRANOSID
ALFA-MANOSIDAZ PULLULAN

FOSFATAZ D-RAFINOZ

Losin ARILAMIDAZ 0/129 DIRENC (comp.vibrio.)
L-Prolin ARILAMIDAZ SALICIN

BETA GLUKURONIDAZ SAKKAROZ/SUKROZ
ALFA-GALAKTOSIDAZ D-TREHALOZ
L-Pirolidonil-ARILAMIDAZ ARIJININ DIHIDROLAZ 2
BETA-GLUKURONIDAZ OPTOKIN DIRENCI

Alanin ARILAMIDAZ POLIMIKSIN DIRENCI

Tirosin ARILAMIDAZ D-GALAKTOZ

D-SORBITOL D-RIBOZ

UREAZ
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Kanli agarda tlireyen 18-24 Saat’lik taze kiiltiirlerden steril pamuk ekiivyon ¢ubugu
vasitast ile alinan koloniler ile ireticinin talimatlar1 dogrultusunda, 3 ml steril salin
soliisyonu icersinde 0.50-0.63 McFarland arasinda yogunluga sahip siispansiyon
hazirlandi. McFarland oOlgiimiinde bioMérieux marka DensiCHEK™ Plus model
McFarland cihazi kullanildi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu tiiplerine VITEK GP kartlari
yerlestirildi ve iireticinin talimatlar1 dogrultusunda kart barkodlari ile numune isimleri
eslestirilerek cihazin doldurucu kismina yiiklendi. Doldurucu kisminda dolum isleminin
bitimi akabinde, kartlar cihazin inkiibasyon modiiliine aktarildi. Bu aktarim sonrasi cihaz
tarafindan, girilen numune isimleri ve kart barkodlarinin eslestirmeleri yeniden kontrol
edilip dolumu yapilan kartlar cihazin inkiibasyon modiiliiniine otomatik olarak aktarildi.
Inkiibasyon siireci sonunda VITEK 2 Compact cihazi tarafindan sonuglar otomatik olarak

yazdirildi.

3.2.7. Staphylococcus sp. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile identifikasyon

Calismamizda VITEK MS/IVD/V.3.0 (bioM¢érieux, France) veritabani kullanildi ve
iireticinin talimati1 dogrultusunda gerceklestirilen biitiin islemler asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. On testler ile Gram pozitif, kok ve katalaz pozitif olarak saptanan
stafilokok grubu izolatlarimizdan kanli agara alt kiiltiir alindi1. 18-24 saat sonrasindaki taze
kolonilerden birer koloni 1 pl’lik 6ze ile alinarak VITEK MS slaytlarina ince bir tabaka
halinde yayildi. Bir slaytta ayn1 anda 34 adet izolat hazirlandi. Hazirlanan slaytta her 16
kuyucuk ortasinda yer alan kalibrasyon kuyucuguna kalite kontrol ve kalibrasyon amaciyla
kiitle spektrum profili ¢cok iyi bilinen E. coli ATCC 8739 ince bir tabaka halinde yayildi.
Hazirlanan slayttaki kuyucuklarin her birinin iizerine 1’er pl matriks soliisyonu CHCA (o-
cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi ve oda isinda kurumaya birakildi. 2 Dakika
beklenildikten sonra slayt cihaz icine yerlesitirilerek c¢alisma baglatildi. Cihaz ilk
calistinlldiginda vakum ve kalibrasyon isleminin yaklasik 10 dakika siirmesinin ardindan
izolatlarin her birinin spektrumlar1 alinmaya baslandi. 48 adet 6rnek ve 3 adet kalibrasyon
spotunun yer aldig1 slaytimizin toplam raporlama siiresi 57 dakika olarak &l¢iildii (Ornek
basma yaklasik 1.7 Dakika). Calismada kullanilan VITEK MS slayti Sekil 4’de

sunulmustur.
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Sekil 4. VITEK MS Slayti
3.2.8. Staphylococcus sp. 16S rRNA ile Genotipik identifikasyon ve Sekans Yontemi

3.2.8.1. DNA Ekstraksiyonu
Oncelikle Staphylococcus sp. izolatlarindan PCR’da kullanilmak iizere izolatlardan

total DNA ekstraksiyonu Fermentas® DNA esktraksiyon kit ile gerceklestirildi.

Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:
*Bir 6ze dolusu kiiltiir 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk

inkiibe edildi.
*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi.

Stipernatant atildu.
*800 ul presipitasyon solusyonu pelet iizerine ilave edildikten sonra oda

sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.
*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA iceren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiiriildii.
*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3

dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile

suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.
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3.2.8.2. PCR

16S rRNA primerine spesifik tiriinlerin aranmasi i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda
bir ornek i¢in PCR amplifikasyonu toplam 20 pl toplam hacimde, olacak sekilde

gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 5’de belirtilmistir.

Tablo 5. Mastermiks hazirlanma oranlar

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

MASTER Mix 10uL

(GeneALL,Cat n0.544-010,Lot no: TM016G19001)

Forward Primer (10pmol) 1uL

Reverse Primer (10pmol) 1uL

DNA 3ulL

ddH:0 S5uL
TOPLAM 20 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 16S rRNA 17°ser pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi.
Daha sonra, ekstraksiyonu yapilan DNA’dan i¢in 3’ser pl alinip ilgili tiiplerin igerisine
eklendi ve agizlar1 sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra Applied Biosystems®
SimpliAmp termal dongiileme cihazlarma yiiklenip, programlandi. Staphylococcus sp. 16S
rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. Staphylococcus sp. 16S rRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 37 55°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C oo dk
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3.2.8.3. PCR Uriin Purifikasyonu

Jel elektroforezi sonucunda elde edilen bant jelden kesildi ve GelSV® (GeneALL
Cat no: 102-150, Lot n0:10215L08056) ile iiriin saflastirildi. Saflagtirma prosediirii asagida
belirtilmistir:

e Jel goriintileme cihaz1 altinda istenilen bantlar alkolle temizlenmis bistiiri ile
kesildi.

e Kaesilen jel pargasi mikrosantrifiij tiiptine konuldu.

e Hassas terazi de tartildi. 100 mg tiriine 300 pl (3X volume) GB buffer eklenir.

e 50°C’de 5-10 dk inkiibe edildi.

e Jel parcasi igerisinde eriyene kadar bekletildi. Karisimin rengi sar1 olarak gozlendi.
Pipetaj yapildi.

e 1X volume isopropanol eklenip vorteks yapildi.

e FElde edilen karisim SV kolona aktarildi.

e 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Ependorf tiip yenilendi.

e Uzerine 500 ul GB buffer eklenip 1 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiip yenilendi.

o Uzerine 700 pl NW Buffer eklendi. 1 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiip
yenilendi.

e Herhangi bir wash buffer kalma ihtimaline kars1 2 dk santrifiij yapildi. 14.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Kolon temiz ve etiketli 1.5 ml lik eppendorfa aktarildi.

e Uzerine 50 pl Elution buffer eklendi.

e 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Purifiye PCR f{irlinleri, sekans islemine
kadar -20°C’de saklandi.

3.2.8.4. Sekans PCR islemi

Purifiye edilen PCR iirlinlerinin Sekans PCR bilesenleri ve prosediirii, Tablo 7 ve

Tablo 8’de belirtilmistir.
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Tablo 7. Sekans PCR bilesenleri

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim
PCR iiriini S5ul
Primer (F/R) (3.2 pmol) 1l
Florasan igaretli Dye Terminator 1l

5X sekans buffer 4 ul

ddH,O 2/0 pl
TOPLAM 11 pnl

Tablo 8. Sekans PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagram

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 30 sn
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Baglanma 30 50°C 5sn
Uzama 60°C 4 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.8.5. Sekans PCR Purifikasyon Protokolii

Sephadex ile jel filtreleme metodu kullanilarak sekans PCR purifikasyonu

gerceklestirilir.

1.

A

25 ornek icin 1.5 g sefadex tartild1 ve 20 ml’ye saf su tamamlanarak vortekslendi.
Kolonlara 850 — 900 pl hazirlanilan sefadex soliisyonundan kondu.

4600 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon hazirlandi.

Sekans PCR iiriiniiniin hepsi kolona yiiklendi.

4800 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Alt tiipte kalan s1v1 cihaz plate kuyucuguna yiiklendi. Uzerine 5 pl formamid
konuldu.

Purifiye edilen sekans PCR irlinleri ABI PRISM® 3130XL cihaz1 ile

sekanslanmistir. Elde edilen sonuglar, NCBI Blast® niikleotid dizileri ile elektronik

ortamda karsilastirilarak benzerlik oranlar1 yiizde olarak saptanmaistir.
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3.3. Antibiyogram

Antibiyogram calismamizda 418591 referans numarali VITEK AST-P641 kartlar

kullanildi. Tablo 9’da  VITEK AST-P641 kartinda yer alan antibiyotikler,

konsantrasyonlar1 ve raporlanabilir araliklar1 belirtilmistir.

Tablo 9. VITEK AST-P641 kartinda yer alan antibiyotikler, konsantrasyonlar1 ve raporlanabilir
araliklart

Raporlanabilir Aralhk
Antimikrobiyel Ajan Konsantrasyon
< z
Penisilin (P) 0.125,0.25,1,2,8,64 0.12 8
Cefoxitin (OXSF) 6 NEG POS
Siprofloksasin (CIP) 1,2,4 0.5 8
Eritromisin (E) 1,2,4,8 0.25 8
Klindamisin (CM) 0.06, 0.25, 1 0.125 4
Linezolid (LNZ) 0.5,1,2 0.5 8
Daptomycin (DAP) 0.5,1,2,4,16 0.12 8
Teicoplanin (TEC) 0.5,2,8,32 0.5 32
Vankomisin (VA) 1,2,4,8,16 0.5 32
Tetrasiklin (TE) 0.5,1,2 1 16
Tigesiklin (TGC) 0.25,0.5, 1 0.12 2
Fosfomisin (FOS) 8,32 8 128
Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT) | 8/152, 16/304, 32/608| 10(0.5/9.5) | 320(16/304)

VITEK GP kartlar1 ile yapilan iddentifikasyon caligsmasinda hazirlanan 0.50 — 0.63

McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 280 pl alinarak steril baska bir 3 ml’

lik salin soliisyonuna aktarildi ve otomatik pipet vasitasi ile numunenin homojen sekilde
karisimi saglandi. VITEK Kartlar ile identifikasyon isleminde oldugu gibi 6nce cihaz
tarafindan dolumu sonrasinda da inkiibatér modiiliine aktarimi yapildi. Sonuglar 8 saat

icinde cihaz tarafindan alindu.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada Aydin ili ve c¢evresindeki siit sigirciligi isletmelerinde bulunan
hayvanlardan klinik bulgular ve California Mastitis Test ile mastitis problemi gosterdigi
belirlenen hayvanlara ait siitler steril kosullarda alinan, toplam 100 adet siit ornegi
konvansiyonel yontemler ile Staphylococcus sp. yoniinden incelenmistir. Izole edilen
Staphylococcus sp. izolatlar1 API Staph, VITEK2, MALDI-TOF MS, 16S rRNA genotipik
identifikasyon ve Sekans yontemleri ile tanimlanarak metodolojik karsilagtirmalari
yapilmistir. Izolatlarm antibiyotik duyarliliklari VITEK2 cihazinda VITEK AST-P641

kartlar1 kullanilarak yapilmistir.

4.1. Konvansiyonel Yéntemler ile Staphylococcus sp. izolasyon Bulgular

Arastirmamizda incelenen 100 siit 6rneginin 34 (% 34,0)’ iinden Staphylococcus sp.
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen Staphylococcus sp. suslarinin koagulaz testi sonucunda
7 (% 20,6)’s1 koagulaz pozitif Staphylococcus sp. ve 27 (% 79,4)’1 koagulaz negatif
Staphylococcus sp. olarak belirlenmistir. izolatlarin biyokimyasal testler ile yapilan
identifikasyonlar1 sonucunda 7 (% 20,60)’si Staphylococcus aureus, 11 (% 32,30)’u
Staphylococcus simulans, 8 (% 23,50)’1 Staphylococcus epidermidis, 4 (% 11,80)’i
Staphylococcus saprophyticus, 2 (% 5,90)’si Staphylococcus chromogenes ve 2 (% 5,90)’s1

Staphylococcus hyicus olarak tanimlanmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Orneklerden konvansiyonel yontemlerle izole edilen Staphylococcus tiirlerinin dagilimi

Orneklerden izole

izolasyon | izolasyon
Edilen Koagulaz Testi .
Izole Edilen Tiirler Sayilan Yiizdeleri
Staphylococcus Sonucu
(Adet) (%)
Sayisi
Koagulaz Pozitif
Staphylococcus sp.
P P S. aureus 7 20,60
n=7
Staphylococcus simulans 11 32,30
Staphylococcus sp. Koagulaz Negatif
Staphylococcus epidermidis 8 23,50
n=34 Staphylococcus sp.
7 Staphylococcus saprophyticus 4 11,80
n=
Staphylococcus chromogenes 2 5,90
Staphylococcus hyicus 2 5,90

4.2. API Staph ile Staphylococcus 1zolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Arastirmamizda konvansiyonel yontemler ile identifikasyonlari yapilan 34 (% 34,0)

Staphylococcus susunun ayrica API Staph kiti ile de identifikasyonlar1 yapilmistir. API

Staph kiti ile yapilan identifikasyon sonucunda, izolatlarin 7 (% 20,60)’si Staphylococcus

aureus, 11 (% 32,30)’u Staphylococcus simulans,

8 (% 23,50)’t Staphylococcus

epidermidis, 4 (% 11,80)0 Staphylococcus saprophyticus, 2 (% 5,90)’si Staphylococcus

chromogenes, 1 (% 2,95)’1 Staphylococcus hyicus ve 1 (% 2,95)’1 Staphylococcus

lugdunensis olarak tiplendirilmistir.

Arastirmamizda konvansiyonel yontemler ile identifiye edilen 2 Staphylococcus

hyicus susundan birinin API Staph kiti ile Staphylococcus lugdunensis olarak identifiye
edildigi goriilmektedir (Tablo 11).
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Tablo 11. API Staph identifikasyon sonuglar

Sira Numune

O 0 N N N AW -

W W W IW W N NN NN DNNN DN D = e e e e e
B WDN = O O 0 0N A WN=O WO WIS N A WN=O

No
7
21
40
45
75
83
85
14
17
18
33
60
64
66
73
76
89
98
15
19
23
42
46
55
62
87
8
44
92
96
67
77
69
81

Koagulaz API Staph ile izole Edilen

Sonucu
KPS

Staphylococcus Tiirleri

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus simulans
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus lugdunensis

API Staph
Yiizdesi

85,5%
77,5%
69,3%
70,9%
77,5%
97,1%
71,6%
97,1%
89,1%
86,6%
69,3%
96,2%
69,3%
97,1%
86,6%
77,5%
70,9%
96,2%
87,3%
77,5%
58,5%
71,6%
60,6%
88,1%
85,5%
82,1%
85,5%
82,1%
60,6%
88,1%
87,3%
58,5%
89,1%
69,3%
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4.3. VITEK 2 Compact ile Staphylococcus 1zolasyon ve Identifikasyon Bulgulari

Arastirmamizda konvansiyonel yontemler ve API Staph kiti ile identifikasyonlar1
yapilan Staphylococcus izolatlarint dogrulamak amaciyla VITEK 2 Compact cihazi
kullanilmistir. VITEK 2 Compact cihazi ile yapilan identifikasyon sonucunda, izolatlarin 7
(% 20,60)’s1 Staphylococcus aureus, 11 (% 32,30)’u Staphylococcus simulans, 8 (%
23,50)’1 Staphylococcus epidermidis, 4 (% 11,80)’1 Staphylococcus saprophyticus, 2 (%
5,90)’si  Staphylococcus chromogenes, 2 (% 5,9)’si Staphylococcus hyicus olarak
tiplendirilmistir.

Arastirmamizda VITEK 2 Compact cihaziyla elde edilen sonuglar, konvansiyonel

yontemler ile elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir (Tablo 12).

Tablo 12. VITEK 2 Compact identifikasyon sonuglari

Sira Numune Koagulaz VITEK 2 Compact ile izole VITEK 2
No Sonucu Edilen Staphylococcus Tiirleri Compact
Yiizdesi

1 7 KPS Staphylococcus aureus 97,0%
2 21 KPS Staphylococcus aureus 99,0%
3 40 KPS Staphylococcus aureus 98,0%
4 45 KPS Staphylococcus aureus 99,0%
S 75 KPS Staphylococcus aureus 95,0%
6 83 KPS Staphylococcus aureus 99,0%
7 85 KPS Staphylococcus aureus 99,0%
8 14 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
9 17 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
10 18 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
11 33 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
12 60 KNS Staphylococcus simulans 93,0%
13 64 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
14 66 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
15 73 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
16 76 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
17 89 KNS Staphylococcus simulans 99,0%
18 98 KNS Staphylococcus simulans 93,0%
19 15 KNS Staphylococcus epidermidis 99,0%
20 19 KNS Staphylococcus epidermidis 95,0%
21 23 KNS Staphylococcus epidermidis 97,0%
22 42 KNS Staphylococcus epidermidis 99,0%
23 46 KNS Staphylococcus epidermidis 99,0%
24 55 KNS Staphylococcus epidermidis 98,0%
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25 62 KNS Staphylococcus epidermidis 97,0%

26 87 KNS Staphylococcus epidermidis 99,0%
27 8 KNS Staphylococcus saprophyticus 97,0%
28 44 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,0%
29 92 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,0%
30 96 KNS Staphylococcus saprophyticus 98,0%
31 67 KNS Staphylococcus chromogenes 99,0%
32 77 KNS Staphylococcus chromogenes 97,0%
33 69 KNS Staphylococcus hyicus 99,0%
34 81 KNS Staphylococcus hyicus 99,0%

4.4. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile Staphylococcus Izolasyon ve Identifikasyon
Bulgular:

Arastirmamizda VITEK 2 Compact cihazi Staphylococcus izolatlari, VITEK MS
(MALDI-TOF MS) cihaz1 ile de identifiye edilmistir. VITEK MS (MALDI-TOF MS)
cthaz1 ile yapilan identifikasyon c¢aligmalar1 sonucunda, izolatlarin 7 (% 20,60)’s1
Staphylococcus aureus, 10 (% 29,40)’u Staphylococcus simulans, 8 (% 23,50)’1
Staphylococcus epidermidis, 4 (% 11,80) 1 Staphylococcus saprophyticus, 2 (% 5,90)’si
Staphylococcus chromogenes, 2 (% 5,90)’si Staphylococcus hyicus ve 1 (% 2,95)
Staphylococcus arlettae olarak tiplendirilmistir.

VITEK MS (MALDI-TOF MS) sonuglar1 incelendiginde, 1 Staphylococcus
simulans izolatinin Staphylococcus arlettae olarak identifiye edildigi goriilmektedir (Tablo

13).

41



Tablo 13. VITEK MS (MALDI-TOF MS) identifikasyon sonuglari

Sira Numune Koagulaz VITEK MS (MALDI-TOF MS) VITEK MS

No Sonucu ile izole Edilen Staphylococcus Yiizdesi
Tiirleri
1 7 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
P 21 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
3 40 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
4 45 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
5 75 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
6 83 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
7 85 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
8 14 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
9 17 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
10 18 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
11 33 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
12 60 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
13 o4 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
14 66 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
15 73 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
16 76 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
17 89 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
18 98 KNS Staphylococcus arlettae 99,9%
19 15 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
20 19 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
21 23 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
22 42 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
23 46 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
24 55 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
25 62 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
26 87 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
27 8 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
28 44 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
29 92 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
30 96 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
31 67 KNS Staphylococcus chromogenes 99,9%
32 77 KNS Staphylococcus chromogenes 99,9%
33 69 KNS Staphylococcus hyicus 99,9%
34 38l KNS Staphylococcus hyicus 99,9%



4.5. Staphylococcus sp. 16S rRNA ile Genotipik identifikasyon ve Sekans Bulgular

Arastirmamizda identifikasyonlart yapilan 34 (% 34,0) Staphylococcus susu 16S
rRNA primerleri kullanilarak genotipik identifikasyonlar1 gergeklestirilmis ve Sanger
sekanslamalar1 yapilarak tiplendirilmislerdir. Sekanslama sonucunda elde edilen sonuglar
incelendiginde, 34 Staphylococcus izolatinin VITEK MS (MALDI-TOF MS) sonuglarina
paralel olarak tiplendirildigi goriilmektedir (Tablo 14).

Tablo 14. Sckans identifikasyon sonuglari

Sira Numune Koagulaz 16S rRNA PCR ve Sekans ile Sekans

No Sonucu Izole Edilen Staphylococcus Yiizdesi
Tiirleri
1 7 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
2 21 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
3 40 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
4 45 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
S 75 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
6 83 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
7 85 KPS Staphylococcus aureus 99,9%
8 14 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
9 17 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
10 18 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
11 33 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
12 60 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
13 64 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
14 66 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
15 73 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
16 76 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
17 89 KNS Staphylococcus simulans 99,9%
18 98 KNS Staphylococcus arlettae 99,9%
19 15 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
20 19 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
21 23 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
22 42 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
23 46 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
24 55 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
25 62 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
26 87 KNS Staphylococcus epidermidis 99,9%
27 8 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
28 44 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
29 92 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
30 96 KNS Staphylococcus saprophyticus 99,9%
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31
32
33
34

67
77
69
81

KNS
KNS
KNS
KNS

Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus hyicus

99,9%
99,9%
99,9%
99,9%

Arastirmamiz sonucunda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, 81 ve 98

numarali 6rnekler disindaki tiim 6rneklerin konvansiyonel, API Staph, VITEK 2 Compact,

VITEK MS (MALDI-TOF MS) ve Sekans sonuglar1 dogrultusunda ayni1 Staphylococcus

tiirlerinin identifiye edildigi goriilmektedir. 81 numarali 6rnekte API Staph kiti ile S.

lugdunensis izole edilirken diger tiim metotlarda S. hyicus identifiye edilmis ve bu izolat S.

hyicus olarak degerlendirilmistir. 98 numarali 6rnekte ise konvansiyonel, API Staph,

VITEK 2 Compact sonucunda S. simulans identifiye edilirken, VITEK MS (MALDI-TOF

MS) ve Sekans sonuglar1 dogrultusunda S. arlettae identifiye edilmistir. 98 numarali

ornekte S. arlettae identifikasyonu kabul edilmistir (Tablo 15).
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Tablo 15. Arastirma sonuglarinin degerlendirilmesi

Sira

10

11

12

13

14

15

Nu
mu
ne
No

21

40

45

75

83

85

14

17

18

33

60

64

66

73

Koagulaz
Sonucu

KNS
KNS
KNS
KNS
KNS
KNS
KNS

KNS

Konvansiyonel
Yontemler ile
izole Edilen
Staphylococcus
Tiirleri

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans

API Staph ile
izole Edilen
Staphylococcus
Tiirleri

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans

API
Staph
Yiizdesi

85,5%
77,5%
69,3%
70,9%
77,5%
97,1%
71,6%
97,1%
89,1%
86,6%
69,3%
96,2%
69,3%
97,1%

86,6%

VITEK 2
Compact ile
izole Edilen

Staphylococcus
Tiirleri

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans

VITEK
2
Compa
ct
Yiizdesi

97,0%
99,0%
98,0%
99,0%
95,0%
99,0%
99,0%
99,0%
99,0%
99,0%
99,0%
93,0%
99,0%
99,0%

99,0%

VITEK MS
(MALDI-TOF
MS) ile izole
Edilen
Staphylococcus
Tiirleri

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans

VITEK
MS
(MAL
DI-
TOF
MS)
Yiizdesi

99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%
99,9%

99,9%

16S rRNA PCR
ve Sekans ile
izole Edilen
Staphylococcus
Tiirleri

Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans

Sekans
Yiizdesi

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

76

89

98

15

19

23

42

46

55

62

87

44

92

96

67

77

69

81

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

KNS

Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
hyicus
Staphylococcus
hyicus

Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
hyicus
Staphylococcus
lugdunensis

77,5%

70,9%

96,2%

87,3%

77,5%

58,5%

71,6%

60,6%

88,1%

85,5%

82,1%

85,5%

82,1%

60,6%

88,1%

87,3%

58,5%

89,1%

69,3%

Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
hyicus
Staphylococcus
hyicus

99,0%

99,0%

93,0%

99,0%

95,0%

97,0%

99,0%

99,0%

98,0%

97,0%

99,0%

97,0%

99,0%

99,0%

98,0%

99,0%

97,0%

99,0%

99,0%

Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
arlettae
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
hyicus
Staphylococcus
hyicus

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
simulans
Staphylococcus
arlettae
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
saprophyticus
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
chromogenes
Staphylococcus
hyicus
Staphylococcus
hyicus

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%

99,9%
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4.6. Antibiyogram Bulgular:

Calismamizda tiplendirilmeleri yapilmis Staphylococcus suslarina 418591 referans
numarali VITEK AST-P641 kartlar1 ile VITEK 2 Compact cihaz1 ile antibiyogram
yapilmistir. Antibiyogram sonucunda izolatlardan elde edilen MIC diizeyindeki sonuglar
Tablo 16°de gdsterilmektedir. izolatlarin CLSI (2017) standartlarma gore degerlendirilen
(Tablo 17) antibiyogram sonuglar1 Tablo 18’te belirtilmektedir.
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Tablo 16. Staphylococcus izolatlarinin MIC diizeyindeki sonuglari

Sira No | Numune No | Staphylococcus izolatlan P OXFS | CIP E CM | LNZ | DAP TEC VA TE TGC FOS SXT
1 7 0,12 <=0,5 | <=0,5 | <=0,25 | >=4 2 <=0,12 | >=32 4 <=1 | <=0,12 16 <=10
5 ” <=0,03 | <=0,5 [ <=0,5 [ <=0,25 | >=4 | 2 I [ >=32 [<=05 | <=1 [<=0,12 <=8 | <=10
3 40 >=0,5 | <=0,5 | 2 >=8 | >=4 | >=8 4 >=32 | 4 |>=16|<=0,12 | >=128 | >=320
4 45 S, qureus 0,12 | <=0,5 [ <=0,5[<=025[>=4| 1 | 025 [>=32 [<=05| <=1 |<=0,12| 16 | <=10
5 75 0,25 <=0,5 2 >=8 >=4 | >=8 >=8 >=32 4 >=16 | <=0,12 | >=128 | >=320
6 83 025 | <=0,5 | 2 >=8 | >=4 | >=8 | >=8 | >=32 | 4 |>=16|<=0,12 | >=128 | >=320
7 85 >=(,5 | <=0,5 | <=0,5 | <=0,25 | >=4 2 0,25 1 4 >=16 | <=0,12 16 <=10
3 14 <=0,03 | <=0,5 | <=0,5 | <=025 | >=4 | 2 1 >=32 | <=0,5 | <=1 | <=0,12 | <=8 | <=10
9 17 >=0,5 | <=0,5 | <=0,5 | <=025 | >=4 | 2 0,25 1 4 | >=16 | <=0,12 | 16 | <=10
10 18 >=0,5 | <=0,5 [<=0,5| >=8 [>=4| 2 I |[>=32] 4 2 [<=012| 16 | 80
1 3 0,06 | <=0,5 [ <=0,5 [ <=025 |>=4| 2 [<=0,12|>=32 | <=0 | <=1 |<=0,12| <=8 | <=10
12 60 0,12 | <=0,5 [ <=0,5 [ <=025 [>=4| 2 4 [>=32| 4 2 [<=0,12| 16 | <=10
13 64 S. simulans 0,06 | <=0,5 | <=0,5 | <=025 | >=4 | 2 | <=0,12 | >=32 | <=0,5 | <=1 | <=0,12 | <=8 | <=10
14 66 >=0,5 | <=0,5 | 2 >=8 | >=4 | >=8 4 >=32 | 4 |>=16|<=0,12 | >=128 | >=320
15 7 <=0,03 | <=0,5 [ <=0,5 [ <=025 | >=4 | 2 I [ >=32 [<=05 | <=1 [<=0,12| <=8 | <=10
16 6 0,12 | <=0,5 [<=0,5 | <=025 [>=4 | 2 [<=0,12|>=32| 4 | <=1 |<=0,12| 16 | <=10
17 89 <=0,03 | <=0,5 [ <=0,5 [ <=0,25 | >=4 | 2 I [>=32 [ <=05 | <=1 [<=0,12] <=8 | <=10
18 08 S, arlettae 0,06 | <=0,5 | <=0,5[<=025|>=4| 2 [<=0,12>=32 [ <=0,5 | <= |<=0,12[ <=8 | <=10
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19 15 025 | <=05 | 2 | >=8 |>=4| >8] >=8 |>=32] 4 |>16]<=0,12]>=128]>=320
20 19 <=0,03 | <=0,5 | <=0,5 | <=0.25 | >=4 | 2 I | >32 [<05 | <=1 [<=0,12| <=8 | <10
21 " 012 | <05 [ <05 [<=025 [>=4| I |<=0,12[<=05| 1 | < |<=0,12| 16 | <10
2 2 >=05 | <05 | 4 |<=025|>=4]| 2 4 | >=32] 4 | 2 [<=02| 32 | <=0
2 16 S epidermidis 0,06 | <=0,5 | <=0,5 | <=025 | >=4 | 2 | <=0,12 | >=32 | <=0,5 | >=16 | <=0,12 | <=8 | <=10
24 55 012 | <=05 | <=05| 1 |>=4] 2 4 1 1 2 [<=012] 16 | <10
” 02 012 | <=05 | <=0,5 [ <025 | >=4 | 1 |<=012|<=05]| 1 | <1 [<=0,12] 16 | <=10
26 87 >=05 [ <05 [<=05| >=8 |>=4| 2 I | >=32| 4 | 2 [<=012] 16 | 80
27 " 012 | <05 [<=05| >=8 [>=4| I |<=0,12[<=05| 4 | <1 |<=0,12] 16 | <10
" 44 >=05 | <05 [<=0,5| 1 |>=4| 2 | >=8 |>32[<=05| 2 |<012| 64 | <10
29 02 . saprophyticus <=0,03 | <=0,5 [ <=0,5 | <=0,25 | >=4 | 2 I [ >332 [<=05 | <=1 |<=0,12| <=8 | <=10
30 % 0,06 | <=0,5 | <=0,5 | <025 | >=4 | 2 | <=0,12 | >=32 | <=0,5 | <=1 | <=0,12| <=8 | <=10
3 7 >=05 | <05 | <=0,5| 1 |>=4| 2 | >=8 |>32|<=05| 2 |<=012] 64 | <10
" - 8. chromogenes 0,06 | <=0,5 | <=0,5 | <=025 | >=4 | 2 | <=0,12 | >=32 | <=0,5 | <=1 | <=0,12 | <=8 | <=10
3 69 0,12 | <=05 | <=0,5 [ <025 | >=4 | 1 | 025 | >=32 |<=05| <1 |<=0,12| 16 | <=10
34 s1 $. hyicus >=0,5 | <=0,5 | 2 | >=8 |[>=4|>=8 | 4 |>32| 4 |>16|<=0,12>=128]>=320
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Tablo 17. CLSI standart MIC degerleri (CLSI, 2017)

Antibiyotikler S 1 R
Penisilin <0.12 >0.25
Cefoxitin (OXSF) <4 >8
Siprofloksasin (CIP) <1 2 >4
Eritromisin (E) <0.5 1-4 >8
Klindamisin (CM) <0.5 1-2 >4
Linezolid (LNZ) <4 >8
Daptomycin (DAP) <1

Teicoplanin (TEC) <8 16 >32
Vankomisin (VA) (S. aureus) <2 4-8 >16
Vankomisin (VA) (KNS) <4 8-16 >32
Tetrasiklin (TE) <4 8 >16
Tigesiklin (TGC) <0.5

Fosfomisin (FOS) <64 128 >256
Trimetoprim/Sulfametoksazol

(SXT) <2/38 >4/76
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Tablo 18. Arastirmamizda izole edilen Stafilokok suslarinin antibiyogram sonuglariin degerlendirilmesi

LNZ | DAP | TEC | VA | TE | TGC | FOS | SXT

P | OXFS |CIP |E | CM

S. aureus

S. simulans

S. arlettae

Numune No | Stafilokok izolatlar

21

40

45

75

83

85

14

17

18

33

60

64

66

73

76

89

98

Sira No

10

11

12

13

14

15

16

17

18
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S. epidermidis

S. saprophyticus

S. chromogenes

S. hyicus

15

19

23

42

46

55

62

87

44

92

96

67

77

69

81

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34
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Arastirmamizda identifiye edilen 34 Staphylococcus sp. izolatinin Cefoxitin,
Siprofloksasin, Vankomisin, Tigesiklin ve Fosfomisine % 100 ve Linezolide % 85,2
oranlarinda duyarli; Klindamisine %100 ve Tetrasikline %82,4 oranlarinda direncli oldugu
gorilmektedir.

Koagulaz pozitif Staphylococcus izolatlarmin (S. aureus izolatlar1), Cefoxitin,
Vankomisin, Tigesiklin ve Fosfomisine % 100 ve Klindamisine %100 ve Tetrasikline %
85,8 oranlarinda direncli oldugu tespit edilmistir.

Koagulaz negatif Staphylococcus izolatlarinin Cefoxitin, Vankomisin, Tigesiklin ve
Fosfomisine % 100, Siprofloksasine % 92,5, Linezolide % 88,8, Tetrasiklin ve
Trimetoprim/Sulfametoksazole % 81,5 oranlarinda duyarli ve Klindamisine % 100
oraninda direng¢li oldugu belirlenmistir. S. simulans izolatlarimin Klindamisine % 100,
Teicoplanine % 90 oranlarinda direncgli ve arastirmamizda kullanilan diger 11 antibiyotige
ise % 80-100 oranlarinda duyarli oldugu tespit edilmistir. S. arlettae izotininda
Klindamisine ve Teicoplanine % 100 oraninda direngli diger antibiyotiklere duyarli oldugu
goriilmektedir. S. epidermidis izolatlarinin Klindamisine % 100 oraninda direncli ve
arastirmamizda kullanilan diger 12 antibiyotige ise % 75-100 oranlarinda duyarl oldugu
tespit edilmistir. S. saprophyticus izolatlarinin da Klindamisine % 100 oraninda direngli ve
aragtirmamizda kullanilan diger 8 antibiyotige ise % 100 oraninda duyarli oldugu
gorilmektedir. S. chromogenes ve S. hyicus (n=2) izolatlarmin da Klindamisine ve

Teicoplanine % 100 oraninda direncli oldugu saptanmistir (Tablo 19).
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Tablo 19. Arastirmamizda izole edilen Stafilokok suslarinin antibiyogram sonuglarinin yiizde degerleri

{ZOLATLAR ANTIBIiYOTIiKLER
P OXFS CIP E CM LNZ DAP TEC VA TE TGC FOS SXT
Stanin] (r=34) %64.7 S %73.5S %67.6S | %17.6 S %76.4 S
a ococcus Sp. (n—
Py P %353 R %3R | %26.5R | %I100R | %14.8 R | %324 | %82.4R %26.5 R %23.6 R
KPS (S. aureus) (n=7) %42.8 S %57.2S | %57.2S %57.2S |%57.2S |%14.2'S %42.8 S %57.2S
' %572 R %42.8R | %42.8R [%I100 R | %42.8R | %42.8R [%85.8R %572 R %42.8R
KNS (1=27) %70.4 S %77.7 S %70.4S |%18.5S
%29.6 R %7.5R | %22.3R |[%I00R | %112 R |%29.6 R |%81.5R %18.5 R %18.5 R
%10 S
S. simulans (n=10 - ‘
( ) %20.0 R %20.0 R [%I100R [%I0R |%20.0 R |%90 R %20.0 R %I10R | %20.0 R

S. arlettae (n=1)

%100 R %100 R
S. epidermidis (n=8) %62.5 S %62.5S |%37.58S
' %37.5R %I12.5R | %25.0 R [%I100R | %12.5R |%37.5R |%62.5 %25.0R %I12.5R |%25.0R
S. saprophyticus (n=4) %75.0 S %758 %75S | %25.08
' %25.0R %25R | %100 R %25R | %75.0R
S. chromogenes (n=2) %50.0 S %50.0 S %50.0 S
. %350.0 R %50.0 R | %100 R %50.0R | %100 R

S. hyicus (n=2)

%350.0 S

%50.0 S

%350.0 S

%50.0 S

%50.0 S

%50.0 S

%50.0 S
%50.0R

%50.0 R

%50.0R

%100 R

%50.0 R

%50.0 R

%50.0 S
%100 R %50.0R

%50.0R

%50.0 R
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5. TARTISMA

Bakteriyel nedenler basta olmak iizere ¢esitli nedenlere bagli olarak sekillenen
meme dokusu yangist mastitis olarak tanimlanir. Mastitis infeksiyonuna bagli olarak siit
veriminde azalma ve buna baglh olusan c¢esitli sonuglara baglh olarak bu infeksiyon siit
yonlii yetistiricilik yapan bir isletme i¢in olduk¢a 6nemli ekonomik kayiplar sekillendirir.
Streptokoklar mastitise neden olan 6nemli bakteriyel patojenlerdir. Bu patojen etkenlerin
kendi aralarinda cevresel ve bulasici olarak smiflandirilmalari, mastitis probleminin
¢oziimiinde etkene spesifik yonetim prosediirii ve tedavi uygulamalarinin basarisini artirir.
Bu nedenle streptokokkal mastitislerin identifikasyon prosediiriinde izlenecek islemler
oldukca onemlidir. Bu calismada, mastitisli siitlerden Staphylococcus sp. izolasyonu ve
mastitis etiyolojisindeki rolleri klasik kiiltiir yontemi, API Staph 1D32, VITEK,
MALDITOF-MS 16S rRNA ve Sekans yontemleri ile belirlenerek, izole edilen suglarin
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Mastitis, hazirlayici birgok etkenin yanisira bakteriler, mantarlar, algler ve viriisler
gibi bircok mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir fakat c¢ogunlukla bakteri
kaynaklidir (Akay ve ark, 1993). Polimikrobiyal etiyolojiye sahip olan mastitise yol agan
100’1in lizerinde mikroorganizma oldugu bilinmekte ve bunlar ¢evrede, inegin killarinda,
derisinde ve meme  kanallarinda  bulunmaktadir.  Enfeksiyona yol acan
mikroorganizmalarin yaklasik % 95’ini Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis ve Escherichia coli, % 5’ini ise diger
mikroorganizmalar olusturmaktadir (Atasever ve ark, 2008).

S. aureus en yaygin goriilen kronik mastitis tiplerine neden olan bakteridir. Baz1
sigirlar buzagilamadan sonra klinik mastitise yakalansa da enfeksiyon genelde subkliniktir
ve siitte ya da memede fark edilebilir degisiklikler olmadan somatik hiicre sayisinda
artislara neden olur. Bakteri, enfekte olmus sigirin meme bezlerine, siit kanallarina ve
memelerdeki lezyonlarina yerlesir ve bulasicidir. Enfeksiyon, kontamine olmus S. aureus
bakterisinin enfekte olmus bir salgi meme bezinden siit sagim zamani enfekte olmamis bir
baska salgi meme bezine bulasir ve bakteri siit kanalina penetre olur. Bir kere yerlesmis
olan S. aureus enfeksiyonu antibiyotik tedavisine cevap vermez ve enfekte sigirlar siiriiden
uzaklastirilmak zorundadir (Petersson-Wolfe, 2010; Paterson, 2013).

En 6nemli S. aureus rezervlerinden biri meme yapilart olsa da sigirm meme dist

bolgelerinde de bakteriye rastlanmistir. Bu nedenlerle ge¢misten giliniimiize kadar
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mastitisin tedavisi, ortadan kaldirilmasi ve koruma-kontrolii ile ilgili bircok arastirma
yapilmustir. Ancak, mastitisin etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynamasindan dolayi
bu hastalig1 yok etmek miimkiin olmamistir. Bu agidan hastaliktan kaynakli zararlar1 en
aza indirmek amag edinilmistir (Risvanli, 2001).

S. aureus suslarinin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi ile kaynagi belirlenmis
olan mastitis hastalifinin tedavisi gerceklestirilebilir ve kalitesi yiiksek, insan sagligina
elverisli siitler elde edilebilir. Kullanilabilecek ideal tiplendirme yontemlerinin; ayrim giicti
yiiksek, tekrarlanabilir, kolay uygulanabilir, sonuglar1 kolay yorumlanabilir, bilgisayara
bagli analiz ve veri tabanlar ile uyumlu ve ¢ok kompleks yapida olmamasi gibi 6zelliklere
sahip olmalar1 gerekmektedir (Kiran, 2011; Dijkshoorn ve ark, 2000).

Mastitis, siit endiistrisi i¢in siit liretimini azaltmasi, tiriiniin maliyetini arttirmasi ve
siitlin kalitesini diislirmesi nedeniyle iireticinin kazancinda onemli bir gider, ana bir
kaygidir (Dendani ve ark, 2010; Yildiz, 2003). Mastitisin erken tespiti siit liretiminde
kalitenin artirilmasi, siitciiliik ¢iftliklerinde ekonomik kayiplarin giderilmesini ve hayvan
refahinin korunmasimi saglamak amaciyla biiyliik 6nem arz etmektedir (Memmedova,
2012).

En 6nemli S. aureus rezervlerinden biri meme yapilart olsa da sigirm meme dist
bolgelerinde de bakteriye rastlanmistir (Mork ve ark, 2012). Bu nedenlerle ge¢misten
giinlimiize kadar mastitisin tedavisi, ortadan kaldirilmasi ve koruma-kontroli ile ilgili
bircok arastirma yapilmistir. Ancak, mastitisin etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol
oynamasindan dolay1 bu hastalig1 yok etmek miimkiin olmamistir. Bu a¢idan hastaliktan
kaynakli zararlar1 en aza indirmek amag edinilmistir (Rigvanli, 2001).

Tiirkiye’de  mastitislerin =~ yaygmmhgm  ve  mastitislere  neden  olan
mikroorganizmalarin belirlenmesine yonelik yapilan fenotipik ve genotipik calismalarda
farkli Stafilokok izolasyon oranlar1 bulunmustur. Tirlitoglu ve ark. (1995), Marmara
bolgesinde % 28,1 S. aureus ve % 23,1 S. epidermidis, Kuyucuoglu ve Ucar (2001) Afyon
bolgesinde % 40,1 S. aureus, Ergiin ve ark. (2004), % 42,4 KNS ve % 25,1 S. aureus,
Girtiirk ve ark. (1998) Van ve yoresinde % 41 oraninda Stafilokok tiirii izole etmislerdir.

Yildiz (2003), sigir mastitislerinde 43 adet (%39.,45) S. aureus, 25 adet (%22,94) S.
epidermidis, 18 adet (%16,51) identifikasyonu yapilamayan Staphylococcus tiirleri, 6 adet
(%5,50) Corynebacterium pyogenes, 5 adet (%4,59) Str. agalactiae ve 12 adet (%11,01)
bakteri izole edilmeyen meme lobu belirlenirken, klinik mastitisli siit 6rneklerinde, 6 adet
(%31,58) S. aureus, 5 adet (%26,32) S. epidermidis, 3 adet (%15,78) identifikasyonu
yapilamayan Staphylococcus tiirleri, 2 adet (%10,53) E. coli, 1 adet (%5,26) Str. agalactiae
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ve 2 adet (%10,53) bakteri izole edilemeyen meme lobu belirlemistir. Tedaviye yanit ve
iyilesme oranlarinda stafilokok tiirlerinin digerlerine goére daha diisiik kaldigini
gozlemlemistir.

Bakterilerde bulunan rRNA dizilislerinin pek c¢ogu evrimsel siiregte ¢ok az
degisiklige ugramislardir ve biitlin bakterilerde ¢ok fazla miktarda bulunmaktadirlar.
Ribotiplendirme, rRNA i¢in hazirlanan isaretli ve spesifik problarin hibridizasyon sirasinda
rRNA genleri ile kolayca birlesmesi ve bunlarin otoradyografi veya diger tekniklerle
ortaya kondugu bir tekniktir. Bu sebeple rRNA dizilisleri igin spesifik problar benzer
rRNA dizilisine sahip cesitli bakterileri tayin edebilir. EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen
kromozamal DNA fragmentleri boyutlarina gore ayrilip, isaretli rRNA problar ile
hibridize olmaktadir. Bilgisayar ortaminda S. aureus bakterisine ait kayith referans marker
fragmenti ile izolattan elde edilen fragment karsilagtirilarak izolatin ribotipi
belirlenebilmektedir (Cakir, 2007; Giilbandilar, 2006).

Giilbandilar (2006), Kiitahya bolgesindeki gida 6rneklerinden, gida galisanlarindan,
gida alet-ekipmanlarindan ve klinik 6rneklerden 106 adet S. aureus bakterisi izole ederek
karakterize etmis ve tiplendirme yontemleri ile ayn1 yerdeki kaynak ve izolatlar arasinda
akrabalik iliskilerini arastirmistir. Identifikasyon igin geleneksel biyokimyasal testler ve
VITEK sistemini, fenotiplendirme i¢in antibiyotik duyarlilik testlerini, SET-RPLA test kiti
ile enterotoksin belirleme testi, SDS-PAGE ile toplam hiicre proteinlerinin analizi ve
FAME analizleri, genotiplendirme icin ise Smal restriksiyon enzimi ile PFGE ve EcoRI
restriksiyon enzimi ile otomatik ribotiplendirme yontemlerini kullanmistir. PFGE ve
ribotiplendirme ile genotiplendirme calismalarinda sirasiyla 9 pulsotip ve 7 ribogrup
belirlemis ve bu yontemlerin 6zellikle ayni kaynaklardan izole edilen S. aureus
genotiplerinin belirlenmesinde ve enfeksiyon yollarmin izlenmesinde giivenilir bir sekilde
kullanilabileceklerini belirtmistir.

Cakar (2007), Eskisehir ili merkezinde satig yapan ¢esitli kasap, mandira, pastane,
semt pazarlarindan topladigi gida Orneklerinden S. aureus bakterisi izole etmistir.
Identifikasyon igin geleneksel biyokimyasal testler ve VITEK sistemini, fenotipik
tiplendirme ig¢in antibiyotik duyarlilik testleri, SET-RPLA test kiti ile enterotoksin
belirleme testi ve FAME analizi, genotiplendirme icin ise PFGE ve Ribotiplendirme
metotlarm1 kullanmistir. Izolatlarin geleneksel biyokimyasal testleri ile VITEK test
sonuclart uyumlu bulurken, antibiyotik duyarlilik sonuglarinda izolatlarn %30,64’
oksasiline direncli bulundugunu belirtmistir. izolatlarm PFGE analiz sonucunda 35

pulsotip ve ribotiplendirmede 7 ribogrup tespit ederek bu analiz yontemlerinin 6zellikle
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strainlerin genotiplerinin belirlendigi epidemiyolojik calismalarda giivenilir olduklarini
savunmustur.

Molekiiler tan1 yontemlerinin bir kismi sadece tir diizeyinde identifikasyon
yapabilecek uygulama yeterliligine sahip iken bir kismi ise alt tiirlerin evrimsel siirecte
genomlarinda meydana gelen genetik olaylar ve meydana getirdikleri varyasyonlarin
saptanmasinda da kullanilmaktadir. 16S rRNA genleri evrimsel siiregte ¢ok iyi korunmus
ve diger genlere oranla ¢evresel baskilardan etkilenmemis evrensel belirtegler olmalarina
ragmen, identifikasyon caligmalar1 icin tek basina kullanimlarda bazi olumsuzluklarla
karsilagilmaktadir. Bu olumsuzluklardan biri 16S rRNA genlerinin genomda c¢ok iyi
korunmus olarak bulunmasinin bakteri analizinde sadece 16S genomlarinda calistig1 igin
sinirlandirict bir etki olusturmasidir (Achenbach ve ark, 2001). Diger bir olumsuzluk ise,
16S rRNA genleri ¢esitli bakteri tiirlerinde evrensel belirtecler olarak kullanilsalar bile
genlerin kopya sayisinin farklilik goéstermesidir. Bu durum 16S rRNA genleri hedef olarak
kullanildiginda bazi bakteri tiirlerinin ¢ok iyi ayirt edilebilmesine, bazilarinin ayiriminin
ise daha zor olmasina yol agmaktadir (Mohania ve ark, 2008). Bu nedenle, yapilmis olan
16S rRNA identifikasyon ¢alismalar1 Sanger Sekanslama yontemi ile desteklenmistir.

Yurtdisinda yapilan ¢alismalarda Tenhagen ve ark. (2006), Almanya’da % 9,1 KNS
ve % 5,7 S. aureus, Gianneechini ve ark. (2002) Uruguay’da % 62,8 S. aureus ve % 7,4
KNS, Pitkild ve ark. (2004), Finlandiya’da % 49,6 KNS ve % 10,2 S. aureus, Workineh ve
ark. (2002), Etyopya’da % 40,5 S. aureus ve % 16,5 KNS izole etmislerdir.

Vasudevan ve ark. (2003), sigir mastitisinden izole edilmis S. aureus izolatlarinda
in vitro slime yapisi, biyofilm olusumu, ica gen bolgesi varligt ve icaA ve icaD genlerini
incelemeyi amaglayan bir ¢alisma yapmuslardir. 35 izolattan 32’sinin Kongo Red Agar
plak yontemiyle slime olusumunu test etmisler fakat izolatlarin sadece 24 tanesinin in vitro
biyofilm olusturdugunu bulmuslardir. Bununla birlikte, 35 izolatin hepsinin ica bolgesi,
icaA ve icaD genlerine sahip oldugunu belirtmislerdir. Caligmalar1 ile mastitis etmeni S.
aureus izolatlar1 arasinda ica genlerinin biiyiik oranda yaygiligin1 ve onlarin varliginin
her zaman slime ya da biyofilmin in vitro formu ile iligkili olmadigin1 gostermislerdir.

Morandi ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada 122 farkli ¢ig siit 6rneginden ve 8
farkl1 insan orneginden toplamda 130 S. aureus susunu izole etmislerdir. Biyokimyasal
profiller (Biolog GP), koagiilaz genin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
(coaRFLP), rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve multilocus variable number
tandem repeat analysis (MLVA) olmak iizere dort farkli tiplendirme teknigi

uygulamiglardir. Bunlara ek olarak kodlanmis stafilokokkal enterotoksin genlerinin
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dagilimini aragtirmak i¢in multiplex-PCR kullanmiglardir. Calismanin sonuglar ile test
edilen S. aureus suslar1 arasindaki isaretli genomik ve fenotipik cesitlilik ortaya
cikarilmistir. Kullandiklar1 tiim tekniklerin strain tiplendirmesinde uygun olduklari ama
tiplendirme sisteminin anahtar parametresi olan ayrim giiciine dayali teknikler olan MLV A
ve Biolog GP teknikleri en giicliileri olarak belirlenmistir.

Ote ve ark. (2011), Belgika’da klinik ve subklinik mastitis hastast sigirlarin
siitlerinden 1izole ettikleri S. aureus suslarimin genetik profillerini belirlemek amagl
calisma yapmuslardir. Spesifik polimeraz zincir reaksiyonu ile 40 ortak virulans geninin
varligini incelemislerdir. Cok sayida genotipik subtipleri belirlemis, S. aureus izolatlarinda
virulans genlerin varliindan bagka biiylik varyasyonlari ispatlamis ve strain
populasyonlarinin biiylik o6lgiideki ¢esitliligin sigirlarda mastitise neden olabilecegini
belirtmislerdir. Diger yapilan caligmalarla dogru orantili olarak, 40 genden bazilarinin
mastitis nedenli S. aureus izolatlar ile ilgili oldugunu ama digerlerinin ilgili bulunmamis
ya da nadiren bulunmus oldugunu gostermislerdir.

Liithje ve Schwarz (2006), sigir mastitisi ile iligskili patojenlerin kontrolii i¢in
koagiilaz negatif stafilokoklar1 (KNS) antimikrobiyal etkenlerine ve makrolid ve
linkozamid (ML) direnclerine gore analiz etmislerdir. Toplamda 298 KNS izolatin1 2003
ve 2005 yillar1 arasinda Almaya’da subklinik mastitisli sigirlardan toplamislardir.
Standardize identifikasyon kiti kullanarak Staphylococcus chromogenes (99 izolat, %32,2),
Staphylococcus simulans (69 1zolat, %23,2), Staphylococcus epidermidis (35 izolat,
%11,7), Staphylococcus xylosus ve Staphylococcus haemolyticus (her birinden 28 izolat,
%09,4) tiirlerini identifiye etmislerdir. Bu tiirlerin ayn1 zamanda KNS’ler igerisinde en
yaygin tiirler olduklarini belirtmislerdir. Bunlara ek olarak Staphylococcus warneri (13
izolat), Staphylococcus sciuri (8 1izolat), Staphylococcus equorum (6 izolat),
Staphylococcus saprophyticus (3 izolat), Staphylococcus capitis, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus hominis (her birinden 2 izolat) ve tek izolat Staphylococcus caprae,
Staphylococcus arlettae ve Staphylococcus gallinarum tiirlerini de identifiye etmislerdir.

Pankaj ve ark. (2013,) mastitisli Murrah sigirlarinin etiyolojik etmenlerini ve
antibiyogramlarini ¢alismislardir. Goriiniis olarak saglikli goriilen 82 sigirdan toplamda
326 siit 6rnegi almiglardir. Analizler sonucu 44 organizma ortaya ¢ikartmislardir. Bunlarin
%15,90°1 koagiilaz pozitif stafilokoklar, %47,72’si koagiilaz negatif stafilokoklar, %251
Streptococcus dysgalactiae, %9,09’u Streptococcus agalactiae, %2,27°s1 Streptococcus
uberis ve %13,63’1 de Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp. olarak bulunmustur.

Stafilokoklar arasinda baslica izolatlar olarak Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
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haemolyticus, onlar1 takiben Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus simulans,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus saprophyticus subsp.
saprophyticus, Staphylococcus arlettae ve Staphylococcus gallinarum 1izolatlarini
identifiye etmiglerdir.

Koagulaz pozitif Stafilokok tiirlerinin fenotipik olarak farklilagmasi, spesifik
biyokimyasal belirteclerin bulunmamasi nedeniyle identifikasyon ag¢isindan zor bir durum
ortaya koymaktadir. Bu sorunun {istesinden gelmek i¢in, molekiiler araglarin kullanimi
beseri ve veteriner mikrobiyolojisi tamisinda rutin hale gelmistir. Bununla birlikte,
fenotipik analizler nispeten zaman alicidir ve en Onemlisi analiz edilmesi gii¢ sonuglar
meydana getirebilmektedir (Sasaki ve ark, 2010). Bu calismada konvansiyonel ve ticari
biyokimyasal identifikasyon yoOntemleri ile 1izole edilen S. aureus tiirlerinin
identifikasyonlari, VITEK 2, VITEK (MALDI-TOF) MS, PCR ve Sekans proteomik
analizleri ile dogrulanmistir. Otomatize sistemlerin S. aureus tiirlerini ayirt etmek icin
etkili bir ara¢ oldugu kanitlanmistir.

Stafilokoklar, sigirlarda mastitise yol a¢ma potansiyeline sahip genis tiir
cesitliligine sahip olduklarindan dolayi teshisleri zorlasmaktadir (Thorberg ve ark, 2009).
Stafilokok tiirleri identifikasyonu, bu mikroorganizma grubundaki tiirlerin gilivenilir
sekilde ayirt edilebilmesi i¢in basit ve hizli bir tan1 ydnteminin olmamasi ile de
sinirlanmaktadir (Ruegg, 2012). Bu calismada, VITEK 2, VITEK (MALDI-TOF) MS,
PCR ve Sekanslama ile sigir mastitis Orneklerinden Stafiloklarin tiir tanimlamasinin
sonugclari izolatlarin tamaminin % 94’1 icin konfirmasyon saglanmistir. Bir adet izolat API
Staph kiti ile S. lugdunensis olarak identifiye edilirken, diger tiim metotlarda S. hyicus
identifiye edilmis ve bu izolat S. hyicus olarak degerlendirilmistir. Diger bir 6rnekte ise
konvansiyonel, API Staph, VITEK 2 Compact sonucunda S. simulans identifiye edilirken,
VITEK MS (MALDI-TOF MS) ve Sekans sonuglar1 dogrultusunda S. arlettae identifiye
edilmistir. Calismamizin sonuglari, VITEK 2, MALDI-TOF MS gibi otomatize sistemlerin
mikroorganizma tanist i¢in hizli ve dogru spesifik spesifik bir yontem olabilecegini
gostermektedir. Hizli teshis, siirli yonetimi veya mastitin antimikrobiyal tedavisi ile ilgili
daha dogru kararlar alinmasini saglar, bdylece potansiyel olarak bulasic1 Stafilokok
tiirlerinin neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlarin zararli etkileri 6énlenmis olur (Piessens
ve ark, 2011).

S1g1ir mastitis vakalarindan KNS tiirlerinin ID 32 Staph, VITEK 2, MALDI-TOF
MS, 16S rRNA gen dizilimi ve fuf gen sekansi olmak iizere 5 adet farkli yontemin
arastirildigi bir ¢aligmada (Tomazi ve ark 2014) MALDI-TOF MS i¢in % 99,3 ID 32 Staph
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strip i¢in % 85,9, VITEK 2 i¢in % 92,3, 16S rRNA gen dizilimi i¢in % 70,4 ve gen
sekanslama yontemi i¢in % 93 oranlarinda dogruluk tespit edilmistir. Calismamizda
gozlenen MALDI-TOF MS tarafindan saglanan KNS tiirlerinin tanimlama orani, Tomazi
ve ark. (2014) tarafindan degerlendirilen genotipik yontemler icin belirlenen identifikasyon
oranindan daha fazladir, ki bu MALDI-TOF MS'in sigir mastitislerine neden olan KNS
tiirlerinin ayrimi i¢in giivenilir bir alternatif yontem olabilecegini gostermektedir.

Bu c¢alismanin sonuclari, otomatize sistemlerin siir mastitisine neden olan
Stafilokok tiirlerini belirlemek i¢in giivenilir ve hizli bir yontem olabilecegini
diistindiirmektedir. Stafilokok tiirleri, 6zellikle potansiyel olarak mastitise neden olan
suslarin ¢esitliligi nedeniyle, koagulaz negatif tiirlerin ayriminin zorlugunu goéz oniinde
bulundurarak otomatize yOntemlerin, mastitise neden olan Koagulaz Negatif
Stafilokoklarin ayriminda giivenilir ve hizli bir yontem oldugu ortaya konulmustur.

Ates ve arkadaglarinin (1991), Konya bdlgesinde yaptiklart ¢aligmada mastitisli
siitlerden izole edile S. aureus tirlerinin Penisilin’e % 28,1, Tetrasiklin’e % 50,2,
Kanamisin’e % 37,2, Eritromisin’e % 68,1, Ampisilin’e % 37,8, Streptomisin’e % 32,4,
Sefalosporinlere % 72,4 oraninda duyarli bulunduklar1 bildirilmistir.

Kuyucuoglu ve Ugar (2001), Afyon bdlgesinde bulunan degisik laktasyon
donemlerindeki 272 inekten, 126 inekte CMT pozitif tespit etmisler, CMT pozitif olan 126
inekten 164 adet silit Ornegi alarak mikrobiyolojik olarak incelemisler, 6rneklerden
62’sinde S. aureus, 22’sinde S. epidermidis izole ve identifiye etmislerdir. izole edilen S.
aureus suslarmin % 62’sinin Amoksisilin-klavulonik asite, % 82,22’sinin Ampisillin-
sulbaktama, % 70.9’unun Enrofloksasine, % 59,6’sinin Danofloksasine, % 74,1’inin
Sefaperazona, % 77,4’linlin Streptomisine, % 25’inin Penisilin-G ye, % 22.5’inin
Tetrasikline, % 27,4’iniin Eritromisine, % 54,8’inin Nistatine duyarli olduklarini
bildirmiglerdir. Kirsan ve ark. (1999), yaptiklar1 caligmada arastirma bolgelerindeki 6zel
ciftliklerde 33 adet Holstein 1rk1 inekten CMT pozitif olan 54 meme lobunun subklinik
mastitis oldugunu, bakteriyolojik olarak muayene edilen 54 siit orneginden 17 (%
26,56)’sinde S. aureus izole edildigini ve izole edilen S. aureus suslarinin hepsinin
Ampisillin-sulbaktam kombinasyonuna duyarli oldugunu bildirmislerdir. Ak (2000),
Trakya bolgesinde yaptigi bir ¢alismada tim S. aureus suslarinin Penisiline direngli
olduklarin1 saptamis, ayrica Enrofloksasine % 85,7 duyarlilik belirlemistir. Akan ve ark
(2001), yaptiklar1 bir calismada 82 stafilokok susunun % 59,75’inin penisilin G ye, %
29,2’sinin amoksisiline, % 3,65’inin Amoksisilin-klavulonik asite, % 8,53’iinilin

Kloksasiline, % 56,09’unun Ampisilline, % 13,4’{inlin Ampisillin-sulbaktama direncli
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oldugunu bulmuslardir. Kuyucuoglu ve Ugar (2001), mastitisli ineklerden elde ettikleri 76
stafilokok susunun antibiyotik duyarliliklarinin incelenmesi sonucu, stafilokok suslarinin
34 (% 44,74)’linii Amoksisiline, 4 (% 5,27)’linii Ampisillin-sulbaktama, 48 (% 63,16)’ini
Ampisilline, 56 (% 73,69)’sin1 Penisiline, 12 (%.15,79)’sin1 Kloksasiline ve 21 (%
27,64)’ini Sefaperazona diren¢li bulmuslardir. Ugan ve Arslan (2002), Konya bolgesinde
mastitisli inek siitlerinden izole edilen 81 koagulaz pozitif stafilokok susunun 75 (%
92,6)’in1 S. aureus, 6 (% 7,4)’sm1 S. intemedius olarak identifiye etmisler, tiim suslar
dikkate alindiginda en duyarli olan antibiyotigin Danofloksasin (% 100) oldugunu ve
duyarhiliklarina goére Ampisillin-sulbaktam ile Metisilin (% 98,8), Oksasilin ve
Amoksisilinklavulonik asit (% 97,5), Kloksasilin (% 96,3), Amoksisilin (% 22,2) ve
Penisilin-G (% 14,8) oldugunu belirlemislerdir. Younis ve ark. (2000), mastitisli siitlerden
izole edilen Stafilokoklarin antibiyotik duyarhilig: ile ilgili olarak yaptiklar bir ¢alismada,
izole ettikleri 400 S. aureus susunda, Tetrasikline (% 52) ve Penisiline yiiksek oranda
diren¢ (% 96,6) saptamislardir. Tiirkiye’de yapilan c¢alismalarda izole edilen stafilokok
suglarinin antibiyotik direngliliklerinde; sagimda temel hijyen kurallara yeterince
uyulmamasinin, periyodik olarak endirekt yoOntemlerle mastitis taramalarmin
yapilmamasinin, Ozellikle inat¢i olgularda mikrobiyolojik olarak etken izolasyonu
yapilmadan antibiyotik sagaltimina gidilmesinin etkili oldugu arastiricilar tarafindan
bildirilmektedir (Ak, 2000; Kuyucuoglu ve Ugar, 2001).

Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla uzun yillardan beri B-laktam grubu
antibiyotikler kullanilmistir. B-laktam grubu antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi bu
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelisimini de beraberinde getirmistir. Literatiir verileri
incelendiginde; Tiirkiye’ nin degisik bolgelerinde yapilan arastirmalarda mastitisli siitlerden
izole edilen Stafilokoklarda penisiline direncliligin % 59-88, amoksisiline % 29-78
arasinda oldugu goriilmektedir (Sahin ve ark, 1997; Akan ve ark, 2001; Kuyucuoglu ve
Ugar, 2001). Arastirmamizda ise, mastitisli siitlerden izole edilen stafilokoklar i¢in -
laktam grubu antibiyotiklerle yapilan duyarlilik deneylerinde; Penisiline % 35,3 oraninda
direncli oldugu, Sefoksitine ise % 100 oraninda duyarli, diger antibiyotik gruplar ile
yapilan deneylerde suslarinin Vankomisin, Tigesiklin ve Fosfomisine % 100 duyarl
oldugu bulunmustur. Klindamisine karsi1 saptanan % 100 direng ile arastirmamizda izole
edilen Stafilokoklarin Linkozamid grubu antibiyotiklere karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Vankomisine duyarlilik oraninin bu kadar yiiksek olmasinda veteriner
sahada Vankomisin igeren preparatlarin yaygin kullanilmamasi nedeniyle direng

olugsmamisg olabilecegi diistintilmektedir.
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Calismada, glikopeptid grubu antibiyotiklerden Vankomisine yiiksek oranda
duyarlilik bulunmustur. Bu sonuglar Tiirkiye’de yapilan calismalarda elde edilen bulgularla
duyarlilik oranlarmmin uyumlu oldugunu gostermektedir (Kirsan, 1994; Ak, 2000;
Kuyucuoglu ve Ugar, 2001). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, mastitisli inek siitlerinden
izole edilen stafilokok suslarinin B-laktamaz aktiviteleri arastirilmis, incelenen suslarin %
30-63 arasinda degisen oranlarda bu aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Akan ve ark,
2001; Ucan ve Arslan, 2002). Arastirmamizda, mastitisli hayvanlarin siit numunelerinden
elde edilen ve bolgesel saha susu olarak degerlendirilebilecek olan Stafilokok etkenlerinin
Vankomisine ilave olarak Tigesiklin ve Fosfomisine de duyarli olduklar1 ortaya

konulmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

Mastitis mikroorganizmalarin sebep oldugu 6nemli bir meme bezi hastaligidir.
Mastitise bagli olarak her yil biiyiik ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Hastalik
tarafindan ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar sadece siit veriminde azalma ile sinirli olmayip,
hastaligin tedavisi, siiriden hastalikli hayvanlarin ¢ikarilmasi gibi harcamalar1 da
kapsamaktadir. Ayrica onemli bir gida kaynagi olan siitiin kalitesindeki bozulma halk
sagligi acisindan da olumsuz sonuglara sebep olmaktadir.

Arastirmamizda, toplam 100 adet hayvana ait mastitisli siit 6rneklerinden
Stafilokok tiirlerinin identifikasyonlar1 biyokimyasal yontemlere ilave olarak VITEK 2,
VITEK (MALDI-TOF) MS, PCR ve Sekanslama ile yapilmistir. Siit 6rneklerinin %
34’linden Stafilokok izolasyonu yapilmistir. Yapilan identifikasyon ¢aligmalari sonucunda,
izolatlarin 7 (% 20,60)’s1 Staphylococcus aureus, 10 (% 29,40)’u Staphylococcus simulans,
8 (% 23,50)’1 Staphylococcus epidermidis, 4 (% 11,80)’1 Staphylococcus saprophyticus, 2
(% 5,90)’si Staphylococcus chromogenes, 2 (% 5,90)’si Staphylococcus hyicus ve 1 (%
2,95) Staphylococcus arlettae olarak tiplendirilmistir.

Calismamizda identifikasyon i¢in kullandigimiz standart biyokimyasal prosediirlere
ilave olarak diger otomatize sistemlerin kullanilmasi, identifikasyonlarin genotipik olarak
sekans yontemi ile dogrulanmasi sonucunda iilkemizde mastitis ¢aligmalarinda izole edilen
etkenler ile karsilastirildiginda benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Dolayisiyla MALDI-
TOF MS gibi proteomik yontemlerin glivenilirligi dogrulanmis ve uygulanabilir oldugu
ortaya koyulmustur.

Arastirmamiz sayesinde siit liretimi i¢in olduk¢a 6nem tasiyan klinik tipteki mastitis
olgularindaki patojenlerin hizli ve giivenilir metotlarla izolasyonu ve identifikasyonu,
hastaligin {ilkemiz geneli ve Aydin ili ¢evresi i¢in gelecek caligmalara 1s1k tutulacaktir.
lleride yapilmas: planlanan ¢aligmalar iilkemiz icin hastalign teshis ve tedavi
politikalarinin belirlenmesinde etkili olabilecektir. Antibiyotik tedavisinin uygulanacagi
durumlarda hem S. aureus ve hem de diger Koagulaz Negatif Stafilokok tiirlerinin
varoldugu siiriilerde ¢alismamizda da saptanan farkli antibiyotik duyarliliklarinin

olabilecegi goz ontline alinmalidir.
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