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OZET

CiG INEK SUTLERINDE STAPHYLOCOCCUS AUREUS iZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE ANTIBiYOTiK DUYARLILIGININ BELIRLENMESI

Duyuk M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji
ve Toksikoloji (Veteriner) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasinda temel gida maddelerinden biri olan siit,
insanlarin saglikli beslenmesinde vazgegilmez bir 6neme sahiptir. Siit zengin bir besin
kaynagi olmasinin yaninda gesitli mikroorganizmalarin kolayca bulasabilecegi ve hizla
tireyip c¢ogalabilecegi ¢ok uygun bir ortamdir. Siitii kontamine eden en Onemli
mikroorganizmalardan birisi de Staphylococcus aureus (S. aureus)’tur. Yapilan
calismalarda stafilokoklarin antibiyotiklere duyarli oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada bazi
antibiyotiklerin S. aureus’a mikrodiliisyon yontemi ile duyarliligi arastirildi. Caligsma
kapsaminda Mugla’nin Milas ilgesinden alinan 100 adet ¢ig siit orneklerinden etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Sefoksitin, metisilin, tetrasiklin, tilosin, florfenikol,
neomisin, siprofloksasin, linkomisin ve polimiksin B olmak {izere 9 antibiyotik duyarlilik
testi icin kullanildi. Antibiyotiklerin En Kiigiik Etkin Yogunluklar1 (EKEY') mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak belirlendi. Izole edilen suslarin sefoksitin, metisilin, linkomisin ve
tilosine %100, florfenikole % 95.7, neomisine % 89.3, polimiksin B ye % 87.2,
siprofloksasine % 55.3, tetrasikline % 46.8 direngli oldugu belirlendi. Bu sonuglar mastitis
sagaltim1 ve korunmasinda antibiyotik se¢ciminin duyarlilik testlerine goére yapilmasinm

gostermesi acisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Duyarliligi, Cig Siit, Staphylococcus Aureus.



ABSTRACT

DETERMINATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATION,
IDENTIFICATION AND ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY IN RAW COW MILK

Duyuk M. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of
Pharmacology and Toxicology (Veterinary) M.Sc. Program, Aydin, 2018.

Milk, one of the basic foodstuffs for meeting animal protein needs, has an indispensable
prescription for healthy eating of people. As milk is a rich source of nutrients, it is a very
convenient environment in which various microorganisms can easily infect and reproduce
rapidly. One of the most important microorganisms contaminating the milk is
Staphylococcus aureus (S. aureus). Studies have reported that staphylococci are susceptible
to antibiotics. In this study, susceptibility of some antibiotics to S. aureus by microdilution
method was investigated. In the scope of the study, 100 isolates of raw milk from Milas
district of Mugla were isolated and identified. Nine antibiotics, cefoxitin, methicillin,
tetracycline, tylosin, florfenicol, neomycin, ciprofloxacin, linkomycin and polymyxin B
were used. Minimal inhibitoric concentrations of antibiotics (MIC) were determined using
the microdilution method. The isolated strains were found to be resistant to cefoxitin,
methicillin, lincomycin and tilosin 100 %, florfenicol 95.7 %, neomycin 89.3 %, polymyxin
B 87.2 %, ciprofloxacin 55.3 %, tetracyclin 46.8 %. These results are important for showing
the selection of antibiotics according to the sensitivity tests for mastitis treatment and

protection.

Key Words: Antibiotic Susceptibility, Raw Milk, Staphylococcus Aureus.
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1. GIRIS

Stit pH’s1 igerdigi laktoz, sitrik asit, siit yagi, azot, mineral maddeler ve yiiksek su
icerigi nedeniyle mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun besi ortami olusturur. Cig siite,
¢ogu zaman hava, toz, toprak, su ve giibre kaynakli mikroorganizmalar c¢evreden
bulasabilmektedir (Unliitirk ve Turantas, 1999; Gran ve ark, 2003). Bulasan
mikroorganizmalar mikrobiyal gelismeyi Onleyici, koruyucu yontemleri uygulanmadig
durumlarda hizla geliserek siitte bozulmaya neden olmaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1999).
Sitii kontamine eden en Onemli mikroorganizmalardan biri Staphylococcus aureus (S.
aureus)’tur. Etken c¢evreden bulasabilecegi gibi mastitisli hayvanlardan sagilmis siitlerden
de bulasabilmektedir (Arda ve ark 1982; Valsangiacomo ve ark, 2000).

Siit teknolojisinde ise ¢ig siit denildigi zaman, hayvaninin memesinden muntazam
araliklarla ve tam olarak sagilan, sonra sogutulan, igerisinden herhangi bir bileseni
alinmayan veya igerisine herhangi bir madde ilave edilmeyen, islenmek iizere siit
fabrikalarina kabul edilen ve onceden herhangi bir islem uygulanmamus siit anlagilmaktadir

(Kalkan ve Halkman, 2006).

Meme dokusunda sentezlenen laktoz, siitiin temel karbonhidratidir. Dogada yiiksek
oranda, yalmiz siitte bulunur. Bu yiizden laktoz siit sekeri olarak da adlandirilmaktadir.
Katkisiz inek siitii ortalama % 4,7 laktoz icermektedir. Siitii meydana getiren su disindaki
bilesenlerin arasinda miktar olarak en fazlasi, yani % 37,3"0 siit sekeridir (Sekil 1). Diger bir
ifade ile yag disinda kalan kurumaddenin % 54’linli laktoz olusturmaktadir. Laktozun
miktar1 siitin donma ve kaynama noktalarini, 6zgiil agirhigini ve ozmotik basincin
etkilemektedir. Normal kosullarda, dogal olarak laktozun miktar1 ¢ok az degistiinden,
siitlin donma ve kaynama noktalar sabittir. Laktoz gerek siitiin ve gerekse siit iirlinlerinin
aromasinda, yapisinda ve niteliginde genis olgiide etkisi olan bir maddedir. Laktoz taze siite
tatlims1 bir aroma verir. Bunlara ilaveten beslenme fizyolojisi acisindan da 6nemli bir siit
bilesenidir. Kalsiyum emilimini diizenler, yag metabolizmasinda etkilidir ve gelistirdigi
asitlikle bagirsak mikroflorasini olumlu yonde dengeleyerek patojenlerin inhibisyonuna,
yararlt mikroorganizmalarin sayisinin artmasina neden olur. Laktozun bilesiminde yer alan
galaktoz beyin dokusundaki glikolipitlerin kaynagini teskil ettiginden beyin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir (Waltsra ve Jennes, 1984; Metin, 2001).
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Sekil 1: Inek siitiiniin bilesimi (Ugiincii, 2005).

Evcil hayvanlarin da S. aureus kaynagi oldugu bildirilmektedir. Sicakkanli
hayvanlarin burun delikleri, deri ve tiiylerinde bulunan mikroorganizmalar ayn1 zamanda
onemli bir mastitis etkenidir (Le Loir ve ark, 2003). Subklinik mastitisli ineklerden elde
edilen ¢ig siitlerin, saglikli ineklerden elde edilen ¢ig siitlere karigsmis olmasi, siit ve siit

tiriinleri i¢in en dnemli kontaminasyon kaynagidir (Kiipliilii ve ark, 2002).



S. aureus ineklerin meme dokularinda goriilen Ve siit liretimi yapan hayvanlarin en
onemli mastitis etkenidir. Oldiiriicii olabilen bu meme salg1 bezi enfeksiyonu tiim diinyada
siit tiretimi yapilan ineklerde yaygin olarak goriiliir ve siit endiistrisinde 6nemli ekonomik

kayba yol agmaktadir (Kanber, 2014).

S.aureus kaynakli mastitisin tedavisinde antibiyotiklerin bilingsiz ve yaygin olarak
kullanilmast diren¢ gelisimine sebep olabilmektedir. Mastititise neden olan patojenlerin
identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi sadece sagaltim amagh degil,
populasyon i¢inde veya populasyonlar arasinda direngli izolatlarin yayiliminin takip

edilmesi i¢in de son derece 6nemli goriilmektedir (Gtiler ve ark, 2005).

Cig siitler besin zehirlenmelerinde etkili olan S. aureus agisindan yiiksek oranda risk
olusturabilmektedir. Etken, subklinik mastitislerin %30-40’indan ve akut mastitislerin % 20-
30’undan sorumludur. Antibiyotiklerin bilingsiz, yaygin ve etiket dis1 kullanimi {ilkemiz
ekonomisine ve lreticiye zarar vermektedir. Tiiketicilerin de antibiyotik ila¢ kalintilarina
maruz kalmasi saglik sorunlarinin artmasina, direngli bakteri suslarinin gelismesine ve
sagaltimlarin basarisizligina, artan dozlarda antibiyotik kullanimlarina neden olmaktadir.
Antibiyotikler ve kalintilar1 ilag allerjisine, bakterilerde antibiyotiklere karsi direncin ortaya
cikmasina, siiperenfeksiyon, canlida bagisiklik sisteminin baskilanmasi veya bozulmasina

neden olmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Staphylococcus aureus (S. aureus)
2.1.1. Tarihce

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmis ve 1880°de Luis
Pasteur tarafindan sivi besiyerinde iiretilmistir. 1881°de Alexander Ogston insan apse
materyalinden elde ettigi bakteriyi tizim benzeri kiime yapmasi nedeniyle Staphylococcus
olarak adlandirmistir. Daha sonrasinda ise fare ve kobaylar i¢in stafilokoklarin patojen
olduklarin1 bildirmistir. Rosenbach 1884’de besiyerindeki beyaz renkli kolonileri S albus,
sari-portakal renkli kolonileri ise S. aureus olarak isimlendirmistir (Bilgehan 2000).
Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini bulmasi ile stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde Onemli bir asama kaydedilmistir. Ancak penisilinin klinikte yaygin olarak
kullanilmaya baglanmasi ile birlikte penisilini parcalayan stafilokok suslari da ortaya
cikmigtir. ~ Stafilokoklarin penisilinaz salgiladigi ilk kez 1944’te Kirby tarafindan
gosterilmistir  (Ulusoy ve ark, 2004). 1961 yilinda ise metisilinin kullanilmaya
baslanmasindan kisa siire sonra bu antibiyotige de direng gelismistir. Metisilin direngli S.
aureus (Methicillin resistance staphylococcus aureus, MRSA) suslar1 1970°1i yillardan beri

yaygin olarak tespit edilmeye baslanmistir (Deurenberg, 2007).

2.1.2. Etiyoloji

Stafilokoklar, Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
tiziim salkimi seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 um c¢apinda koklardan olusmaktadir.
Stafilokoklar karotenoidlerden dolay1 pigment meydana getirirler. Laboratuvarlar ortaminda
rutin olarak kullanilan besiyerlerinde kolayca iirer ve 37 °C’de 24-48 saat icinde 2-4 mm
capinda diizgiin koloniler olustururlar. S. aureus altin sarisi, S. epidermidis ise beyaz renkte
koloni olusturur. Anaerobik kosullarinda pigment olusturma yetenegi ortadan kalkar.
Laboratuvarda 10-42 °C’de iireyebilmelerine ragmen optimum iireme sicakligi 37 °C-dir.
Kiiltiirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay canliliklarin1 koruyabilirler. Sporsuz
olmasina ragmen dis etkilere ve dezenfektanlara karsi oldukca dayaniklidir. Stafilokoklar 60
°C’de 30 dakika sicakliga dayanabilirler. % 2'lik fenolde 15 dakika siirede inaktive olurken,
% 0,9°luk NaCl ve sakkaroza tolerans gostermektedir (Akan, 2006).



2.1.3. Epidemiyoloji

Gerek veteriner hekimlik gerekse beseri hekimlik alanlarinda, epidemiyolojik
aragtirmalarin temel amaci bir patojenin dogadaki yayilma yollarin1 ve kaynaklarini tam
olarak belirleyerek etkili kontrol ve eradikasyon stratejileri gelistirmektir. Hem insan hem
de hayvanlarda onemli enfeksiyonlara neden olan S. aureus’un ¢ok sayida susu vardir.
Epidemiyolojik arastirmalarda etkenlerin alt tiplendirmelerinin (klonal yakinliklarinin)
yapilmasi gerekmektedir. Klon, farkli cografik bolgelerdeki farkli kaynaklardan birbirinden
bagimsiz olarak ve olasilikla farkli zamanlarda izole edilen, fakat birbirinin ayni bir¢ok
fenotipik ve genetik 6zellige sahip oldugu i¢in belirli bir orijinleri oldugunu diistindiiren

suslar toplulugudur (Derbentli, 2002).

Veteriner hekimlikte sigir mastitislerinin en 6nemli etkenlerinden biri olan S.
aureus’un bulasici bir patojen oldugu yillardir bilinmektedir. S. aureus’un ana rezervuarlari
arasinda, enfekte meme loblari, meme ve meme basi derileri ile sagimda kullanilan her tiirlii
ara¢ gerecler sayilabilir. Ancak S. aureus’lar barinak malzemeleri, yemler, ahirda kullanilan
arag¢ geregler, ahirda bulunan diger hayvan tiirleri ve bakicilardan da izole edilebilmektedir
(Larsen ve ark, 2000; Zadoks ve ark, 2002).

2.1.4. Virulens Faktorleri

Stafilokok tiirleri konak organizmaya girdiklerinde mevcut bolgede ekstraseliiler
olarak ¢esitli maddeler olusturarak degisik klinik tablolara sebep olabilirler. Konak dokulari
arasinda ve/veya kanda yayilmak suretiyle enfeksiyona neden olabilirler (Koneman ve ark,
1997). Stafilokoklar hiicresel komponent, enzim ile ekstraseliiler toksin ve hemolizin
iiretimi yaparak konak hiicrede tahribata sebep olmaktadir. S. aureus’da bulunan kalin
peptidoglikan tabaka virulense katkida bulunmaktadir. Peptidoglikan tabaka ayni zamanda
beyaz kan hiicrelerinin agregasyonu ve komplement sisteminin aktivasyonu ile sonuglanan
makrofaj hiicrelerinin sebep oldugu gesitli sitokinlerin salgilanmasint uyarir (Resim 1)

(Lowy, 1998).
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Resim 1: S. aureus’un virulens faktorleri (Todar, 2012).

2.1.4.1. Bakteri hiicre duvari

Bakteri hiicre duvari bakteriyi fagositozdan koruyan yapidadir. Genetik faktorler ve
iireme ortamlarina bagl olarak bir¢ok stafilokok tarafindan protein ve kiigiik peptidlerin
olusturdugu, suda ¢oziinebilen, gevsek bagli ince monosakkarid yapida olan slaym tabaka
tiretilir. Ekstraseliiler yapi, bakteriyi dokulara ve katater, greft, protez materyallere ve sant
gibi yabanci cisimlere baglar. Bu durum ozellikle avirulan koagiilaz negatif stafilokok
(KNS)’larin yasami i¢in Onemlidir. Stafilokoklarin hiicre duvarinin en dis tabakasi
polisakkarid kapsiil ile ortiiliidiir. S. aureus’da tanimli 11 kapsiiler serotip bulunmaktadir.
Enfeksiyonlarin bir¢ogu serotip 5 ve 7 ile baglantilidir. Serotip 1 ve 2 ¢ok kalin bir kapsiile

sahiptir, mukoid goriiniimli koloniler olusturur (Muray ve ark, 2005).

Peptidoglikan tabaka, hem gram pozitif hem gram negatif bakterilerde bulunan ve
hiicre duvarinin temel yapisini olusturan karmasik bir makromolekiildiir. Stafilokoklarin
hiicre duvar1 agiriginin yarisi bu tabakadan olusmaktadir. Insan hiicrelerinde bulunmayip
bakteri hiicresinde bulundugundan antibakteriyel ilaglar i¢cin hedef olusturmaktadir. Glikan
zincirlerin tabakalarindan olusan bu peptidoglikan iskelet, N-asetilmuramik asit (NAMA) ve
N-asetilglukozaminin (NAGA) 10-12 farkli alt {initeden olugsmaktadir. NAMA altiinitelerine
baglanan oligopeptid yan zincirler pentaglisin kdpriileriyle ¢apraz baglanir. Capraz baglar
hiicre duvarmin saglamligini1 arttirir ve bu baglarin yapist tiirler arasinda farklilik

gostermektedir. S. aureus’da capraz baglanti oran1 fazladir ve bu 6zellik bakterinin lizozim
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enzimine kars1 direngli olmasim saglamaktadir (Unal, 2004; Lodise ve ark, 2005; Muray ve
ark, 2005).

(Resim 2) Teikoik asit suda eriyebilme yapisinda olan, fosfodiester baglari ile
peptidoglikan tabakasina kovalent olarak baglanan uzun zincirler olusturan seker-alkol-
fosfat polimerleridir. Hiicre duvari kuru agirligmin % 30-50'sini  olusturmaktadir.
Kalinliginin ortalama 10-12 nm arasinda oldugu belirtilmistir. Ribitol teikoik asit ve gliserol
teikoik asit olmak iizere iki tip vardir (Unal, 2004). S. aureus’da ribitol teikoik asit ile
NAGA rezidiileri bulunmaktadir (Murray ve ark, 2002).

Protein A, elastin, kollajen, fibronektin baglayan protein ve kiimelesme faktori
kimyasal yapis1 ve hiicre duvarindaki yerleri birbirine benzemekte olup stafilokoklara 6zgi

yiizey proteinleridir. Proteinler, stafilokoklarin konak dokularina kolonize olmalarini saglar

(Alen ve ark, 2006).

HUCRE DUVARI .
SPESIFIK POLISAKKARIT

HUCRE

DUVARI TEIKOIK ASIT /
i
MEMBRAN ,I,
/
O

LIPOTEIKOIK ASIT h

PEPTIDO- | ] | ] ]
GLIKAN I l I '

MEMBRAN

SITOPLAZMIK m

Resim 2: Bakteri hiicre duvar1 (Koneman ve ark, 2006).

S. aureus 30’dan fazla antijene sahiptir. En Onemli antijenik yapilar1 hiicre
duvarlaridir ve yapmin kalinligt 120 nm’nin iizerine ¢ikabilir. Hiicre duvarmin yapisinda

peptidoglikan, teikoik asit ve protein bulunmaktadir. Peptidoglikan zincir monositlerden



salinarak apse olusumuna yol acgacak interlokin-1 salimmini saglarlar. Teikoik asit tek
basina zayif antijenik Ozellik gostermesine ragmen peptidoglikan ile birlikte antikor
sentezinin uyarmmi gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Diger komponent olan
proteinler Okaryotik hiicrelere baglanirlar. Bu proteinler adezyon i¢in 6nemli olan
fibronektin, fibrinojen, laminin ve kolagen igerirler. Adezyon proteinlerinin baglanmasi ile
dokulara bakteriyel tutunma gergeklesmis olur. Antijenik 6zellige sahip sekiz proteinden en
1yi ¢alisilmig olan protein A, S. aureus suslarinin yaklasik % 90-98’inde mevcuttur (Dilsiz,
2010).

2.1.4.2. Enzimler

Katalaz, stafilokoklar i¢in toksik etkisi olan hidrojen peroksidi (H,O;) oksijen ve
suya pargalar. Toksik H,O, ve serbest radikallerini inaktive etmesi sayesinde
mikroorganizmayr konagin savunma mekanizmalarindan korur. Koagiilaz, ekstraseliiler
olarak salgilanan bir enzimdir ve fibrinojeni fibrine cevirerek pihtilasma islevini goriir.
Enfeksiyon esnasinda in vivo fibrin bariyeri olusturarak bakteriyi fagositozdan korur.
Koagiilaz tiretimi S. aureus igin belirleyici bir faktordiir. S. aureus suslari serbest ve bagl
koagiilaz (clumping factor) olmak iizere immiinolojik ve etki mekanizmalar1 farkli olan iki
ayri tipte koagiilaz enzimi tretirler. Protein yapida olan serbest koagiilaz, fibrinojenin
fibrine doniismesi ile trombin benzeri bir faktér olan stafilotrombin olusturarak
stafilokoklarin kiimelesmesini saglar. Bagli koagiilaz ise hiicre duvarina bagli halde olup
direkt olarak fibrinojene dogrudan baglanarak onu ¢oziilemez fibrine doniistiiriir. Bu sayede
hiicre yiizeyinde fibrin iplik¢ikleri meydana gelir ve stafilokoklarin gozle goriiniir kiimeler
olusturmasia neden olur. Hyaluronidaz, S. aureus suslarinin % 90’min iirettigi, antijen
ozelligi olan bir enzimdir. Bag dokusunun yapisinda bulunan hyaluronik asitin
parcalanmasini ve bodylece stafilokoklarin doku icerisinde kolayca yayilmalarini saglar.
Fibrinolizin, dokularda bulunan fibrin kiimelerini parcalayarak enfeksiyonun dokularda
daha kolay yayillmasina yol agar. Lipaz, deri ve deri alti dokulardaki lipitleri hidrolize
ederek stafilokoklarin lipid bakimindan zengin olan bolgelerde yasamalarimi saglar.
Deoksiriboniikleaz (DNaz), DNA omurgasindaki fosfodiester baglarini hidrolize eder. Beta
laktamaz, antibiyotiklerin beta-laktam halkasin1 hidrolize eder ve ozellikle penisilin ve
sefalosporinler gibi beta laktam halkasina sahip antibiyotiklere direng gelismesine neden

olan enzimdir (Giilbandilar, 2006; Barkar, 2009; Dilsiz, 2010).



2.1.4.3. Toksinler

S. aureus bes adet sitolitik toksin (alfa, beta, gama, delta toksin ve lokosidin),
epidermolitik toksin, toksik sok sendromu toksini ve bes farkli enterotoksine sahiptir.
Sitolitik toksinler hemolizinler olarak da bilinirler. Ik dort toksinin aktivitesi eritrositlerle

sinirlt olmayip, 16kosidin eritrositler lizerine etki etmemektedir (Barkar, 2009).

Alfa toksin S. aureus suslarinin membrana zarar veren en etkili norotoksinidir.
Hemolitik, dermonekrotik ve sitolitik ozelliklere sahiptir. Eritrosit, 16kosit, trombosit gibi
cesitli Okaryotik hiicreler lizerinde bulunan reseptorlere baglanarak hiicre membran

iizerinde porlar olustururlar (Unal, 2007; Barkar, 2009; Dilsiz, 2010).

Beta toksin Sfingomiyelinaz C olarak da bilinen bir toksindir ve daha ¢ok koyun daha
az olarak da insan ve tavsan alyuvarlarini lize ederken l6kosit, makrofaj ve fibroblastlar
dahil bircok hiicre i¢in de toksik 6zellik gdsterir. Sigir mastitislerinden izole edilen suslarin

cogunda iiretilmektedir ve bu nedenle de mastitisin patogenezisinde énemlidir (Unal, 2007).

Gama toksin insan, koyun ve tavsan eritrositleri duyarli iken kanatli ve at eritrositleri
direnclilerdir. Belirgin hemolitik aktivitesinin disinda etki mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir (Unal, 2007; Barkar, 2009).

Delta toksin eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositler iizerinde lize edici
etkisinin yanisira dermonekrotik etkisi de saptanmistir. Alfa ve beta toksinlerden farkli

olarak immunolojik aktiviteye sahip degildir (Dinges ve ark, 2000).

Lokosidin mastitis vakasindan izole edilen S. aureus suslarinin bir kisminda
l16kotoksik etki saptanmigtir. Bu toksinlerin sigir mastitislerinde viriilens faktorlerden biri
olabilecegi ve hastaligin gelisiminde Onemli bir role sahip olabilecegi diistintilmiistiir
(Fournier ve ark, 2008). Lokosidin tek basina litik etkiye sahip olmayan, birbiriyle sinerjik
etki yapan S (slow) ve F (fast) olarak isimlendirilmis iki komponenten meydana gelir.
Graniilosit ve makrofajlara {izerinde litik etkiye sahiptir ve stafilokoklar1 fagositoza karsi

korumaktadir (Rainard ve ark, 2003; Barkar, 2009).

Epidermotolitik toksinler cildin epidermis tabakasinda bulunan
mukopolisakkaritlerini hidrolize ederler. S. aureus susunda epidermolitik toksin genlerine
rastlanmamis iken, Toksik sok sendromu toksini (TSST) insanlarda toksik sok sendromu

hastaligina yol agan protein tabiatli bir toksindir. Yetiskinlerde yiliksek ates, dokiinti,



kusma, ishal ve ¢ocuklarda ani Olimlere sebep olabilmektedir. (Karahan, 2009;
Pehlivanoglu, 2011).

2.2. Mastitis

Mastitis, diinyada ozellikle siit sigirciliginda goriilen ve siit endiistrisinde ekonomik
kayiplara neden olan bir meme enfeksiyonudur (Jain, 1979). Yunancada meme anlamina
gelen “mastos” ve yangi anlamina gelen “itis” sozciiklerinin birlestirilmesinden meydana
gelen “mastitis” hastaliginin ortaya ¢ikig tarihi tam olarak bilinmemekte beraber insanlar
tarafindan evcillestirilen inegin tarih olarak bilinen M.O 9000 yilina dayandig

bildirilmektedir. (Kesenkas, 1999).

Mastitis, siitgiiliik isletmelerinde giderlerin artmasi ve siit veriminin azalmasi gibi
sonuglara yol acarak onemli ekonomik kayiplara sebep olan yangisal bir bozukluktur.

(Albayrak, 2007).

Mastitis enfeksiyonlarinin 3 formda oldugu bilinmektedir. Latent enfeksiyon olarak
bilinen enfeksiyon tiirlinde hi¢bir yang belirtisi olmayip, siitteki somatik hiicre sayis1 (SHS)
normal diizeyde bulunmaktadir. Patojen mikroorganizma olmasina ragmen memede
patolojik olarak degisiklik goriilmemektedir. Siitiin degerlerinde belirgin bir degisiklik
yoktur (Kesenkas, 1999).

Ikinci enfeksiyon sekli subklinik mastitistir. Mastitis olgularinin ¢ogunlugunda %
90-95’lik bir kismini olusturur. Yiiksek SHS'na ilave olarak patojen mikroorganizmalar da
bulunur. Bu tiir mastitis enfeksiyonlar1 olgularinda klinik belirti gostermeksizin gelisim
gosterir. Uzun siiren subklinik mastitis olgulari, klinik formdakine oranla 40 kat daha fazla
gorlliir ve ¢ogunlukla klinik mastitise liderlik eder (Kesenkas, 1999). Meydana gelen
degisikliklerin kolay fark edilememesi, 6zel yontemler kullanilarak tanimlanabilmesi, siit
veriminin ve kalitesinin azalmasi, klinik mastitislere kiyasla daha fazla oranda goriilmesi
nedeni ile siit sigirciligr ciftliklerinde daha fazla 6neme sahiptir (Dilsiz, 2010). Semptom
gostermeyen hayvanlar saglikli kabul edilir ve bu nedenle subklinik enfekte hayvanlar diger
saglikli hayvanlar icin bir rezervuar gorevi goriir ve saglkli hayvanlar arasinda

enfeksiyonun yayilimima neden olurlar (Ozpulat, 2011).

Ugiincii olarak yer alan klinik mastitis ise siitte ve meme bdlgesinde meydana gelen

anormal degisiklikler ile teshis edilebilir. Meme bdlgesi sert, kizarik ve ateslidir. Siit
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iceriginde pihtilagma, ipliksi ve sulu olusumlar “strip cup” testi ile gézlenebilir. Hayvanlarin
enfeksiyona verdigi yanit, l10kositlerin kandan enfeksiyon bdolgesine kadar ulagmasidir
(Kesenkas, 1999). Klinik mastitiste siit, sulu veya kendine 6zgii renginden uzak, ¢ogunlukla
kahverengi veya kehribar rengi goriiniimiinde ve piht1 ile flakonlar igerir. Ileri derece klinik
olgularda enfekte olan loblar siserek atesli, sert ve dokunmaya karst hassas bir hal alirlar.
Reaksiyon gosteren inekler depresyon, sinirli davranis ve yem tiiketiminde azalma gibi

belirtiler gosterir (OviedoBoyso ve ark, 2007).

2.2.1. Stafilokok Mastitislerin Patogenezi ve Klinik Goriiniimii

Mikroorganizmalar memeye girdikten sonra meme lobunun alt kismindaki
sekrotorik dokuda ¢ogalmaya baglarlar. Enfeksiyon daha sonra tim memeye yayilir. Kronik
enfeksiyonlarda bu yayilma yavastir ve ilk donemde hiicrelerin yikimina neden olurlar.
Parcalanan bu hiicrelerden ortama bazi kimyasal maddeler aciga c¢ikar. Bu durum
polymorfniiklear lokositerin bu bdlgeye infiltrasyonunu artirir. Lokositlerin igerdigi
enzimler, bakterilerin parcalanip sindirilmesine yardimci olurlar. Daha sonra ldkositler
degraniile olurlar ve kapillar duvarin permeabilitesini arttiran kimyasal bilesikler salgilarlar.
Bu da siv1 ve proteinlerin kandan dokulara gegmesine neden olur. Lokositler ayrica bakteri
tiremesini durdurup irritasyonu Onler ve bdylece memenin fonksiyon kaybini gidermeye

calisirlar. Bu islemler sirasinda ¢ok sayida 16kosit siitle atilir (Sandholm ve ark, 1995).

Stafilokok mastitisler en fazla S. agalactiae’nin goriilmedigi siiriilerde belirgin
olarak ortaya ¢ikar. S. aureus subklinik ve kronik mastitisler olusturur, ancak perakut
mastitis ve gangren ile sonuglanan olgulara da rastlanilmistir. Bakteriyel toksinlerin ve
toksik tirlinlerin gangren olusmasinda rol oynadiklar1 kabul edilmektedir. Meme dokusunda
en fazla yikima neden olan toksin, alfa toksindir. Damarlar1 daraltarak yikimlanmig
dokularda isemik nekroza ve gangrene yol agar. S. aureus’un baslica rezervuari meme ve
meme basi derisi ve enfekte bezlerin siitiidiir. Enfeksiyon sagim sirasinda yayilabilir. Bunun
sonucunda ilerleyen donemlerde ineklerde diisiik siit verimi ve memenin korelmesiyle
karsilagilmaktadir. Stafilokoklarin ve &zellikle patojen tiir olan S. aureusun olusturdugu
ekzotoksinleri, yiizey proteinleri ve slaym faktorii gibi virulens faktorleri, mastitisin
gelisiminde onemli rol almaktadir. S. aureus, kontagiydz mastitis etkeni olup, siirii i¢inde

sagim hijyenine dikkat edilmemesi durumunda enfekte meme lobundan bir digerine sagim
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basliklar1 ve bakicilarin elleriyle yayilmaktadir (Arda ve ark, 1992; Pyrdla, 1995; Sandholm
ve ark, 1995; Bastan, 2001).

Stafilokoklardan ileri gelen mastitisler, ineklerde akut formdan kronik sekle kadar
degisen bir klinik tablo goOsterir. Akut mastitiste, hayvanlarda ates, anoreksi, depresyon,
rumen hareketlerinin durmasi ve zayiflama gibi genel bulgular goriiliir. Hastalikli meme
bolgesi sismis, 6demli, sicak ve agrilidir. Agridan dolay: tek tarafli bir topallik da belirir.
Sayet gangrenlesme olmazsa siit salgis1 azalir, ser6z, pihtili, prulent ve kanli bir goriiniim
alir. Gangren olusursa hastalikli meme bolgesi, mor-mavi bir renk alir. Kronik mastitiste ise,
baslangigta hayvanin genel durumu ve memede bir bozukluk goriilmez, siitiin yapisinda
zamanla degisiklikler meydana gelir. Siitiin salgist azalir, su gibi goriiniim alir. Sonunda
meme sertlesir, korlesir ve siit salgisi tamamen durur. S. aureus mastitislerinin klinik seyri
Sekil 2°de gosterilmistir (Arda ve ark, 1992; Pyrola, 1995; Sandholm ve ark, 1995).

Olgunun kronik olmast ve memede fibroz doku sekillenmesi nedeniyle palpasyonda
fibrotik bolgeler tespit edilmektedir. Cogunlukla enfeksiyon subklinik seyrettiginden
zamanla akut olaylarada rastlanmaktadir. Akut olgularda meme sis ve viicut sicakligi
oldukga yiiksek olup, enfeksiyon bazen gangrendz karakterde goriilmektedir. Klinik olarak
memelerde hafif sislik, siitte belirgin piht1 ve flakonlar goriilmektedir (Alagam, 1997;
Leloglu, 1997).

Memeye S. Aureus ’un invazyonu

— ~.

Kronik reaksiyon Perakut reaksiyon
Akut <«—» Klinik <«— Hafif seyirli Gangrendz mastitis
Subklinik mastitis Oliim

Sekil 2: S. aureus mastitislerinin klinik seyri (Pyrola, 1995).
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2.2.2. Stafilokok Mastitislerden Korunma ve Sagaltim

Mastitisi olusturan birgok sebep vardir. Memenin anatomik yapisi, yas, 1rk,
hormonal durum, soguk, ani iklim ve sicaklik degisimleri, iklim, travmalar, bakicinin
hayvana yaklasimi, sagim metodlari, sagim makinalari, diizensiz sagim, hijyenik olmayan
ahirlar, hastaliga karst duyarlilik, rasyon ve beslenme durumu, dogal koruma
mekanizmasinin baskilanmasi ayri ayr1 mastitisi meydana getiren veya hazirlayan
sebeplerdir. Bu sebeplerin hepsini ortadan kaldirilmasi ve dolayisiyla mastitisin yok
edilmesinin imkaninin olmadigin1 gostermektedir. Mastitis, patojen mikroorganizmalarin
varligi, mastitise duyarli bir inek ve elverisli ¢evre sartlari ile sekillenmektedir. Mastitis, siit
iiretiminde azalmaya, siit kompozisyonunda ve kalitesinde bozulmaya, ekonomik kayba,
halk saglhiginda tehlikeye neden olmaktadir. Bu nedenle, etkili bir kontrol programi bu
sorunlarin ¢dziimiinde olduk¢a 6nemlidir. Isletmelerde yiiksek kaliteli siit {iretimi igin
sadece siirideki hasta hayvanlarin elimine edilmesi yeterli olmamaktadir. Sagim
ekipmanlarinin diizenli bakim ve dezenfeksiyonu, rasyon kalitesinin arttirilmasi, mikrobiyel
kontaminasyonun en diisiik seviyede tutulmasi yiiksek kaliteli siit tiretimi i¢in gereklidir

(Oviedo-Boyso ve ark, 2007; Haveri, 2008).

Sagim &ncesi meme bagindaki kir ve diskilar uzaklastirilmalidir. On  siit
uzaklastirildiktan sonra meme bagint antiseptige daldirma yontemi uygulanir. Tek
kullannmlik kagit pecete ile kurulanmir. Sagim basliklart sonra takilmalidir. Sagim
gereclerinin temizligi sik sik yapilmalidir. Sagilan siitlerin 6n muayenesi ile klinik
mastitislerin erken tanis1 yapilarak tedavi edilebilir. Boylece mastitis etkeninin siiriideki
diger ineklere veya siitlere karismasi da engellenir. Siiriideki hayvanlarin sagimlart diizen
icerisinde yapilmalidir. Siipheli klinik mastitisli hayvanlarin sagimi sonra yapilir. Sagim
sonrasinda bagliklar dezenfektanli sicak su ile yikanmalidir. Ayrica as1 uygulamast, altlik ve

barinma sartlarinin diizeltilmesi ile vitamin E ve selenyum vitaminleri yapilir (Bastan,

2013).

Siit sigirciligr isletmelerinde perakut, akut meme hastaliklarinin tedavisinde ilaglar
meme i¢i ve sistemik olarak beraber tercih edilir; subakut, kronik olanlarda kuru dénemde
meme i¢i kullanilirlar. Sistemik olarak kullanilacak ilaglarin farmakolojik 6zellikleri
EKEY’u kii¢lik olmali, uygulandiginda hizli ve iyi emilmeli, zayif organik bazik olmali,

yagda kolay ¢6ziinmeli, plazma proteinlerine diisiik oranda baglanmali, yar1 6mrii en az 12
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saat arayla kullanima elverisli olmali, hayvan i¢in istenmeyen etkileri kiigiik olmali, kesim

oncesi bekletme ve siitle atilma siiresi kisa olmalidir (Kaya ve ark, 2007).

Mastitis tedavisinde birgok antibiyotik kullanilmaktadir. Penisilinler; meme
dokusunda diisiik irritan olmalar1 ve proteinlere diisiik diizeyde baglanmalar1 nedeniyle
tedavide uygun secenek olustururlar. Kloksasilin, ampisilin ve amoksisilin gibi sentetik
penisilin tiirevleri daha ytiksek lipid ¢oziiniirligii gostermeleri ve memedeki iyi dagilimlar
nedeniyle meme i¢i uygulamada en ¢ok tercih edilenlerdir. Aminoglikozidler, meme i¢i
uygulanan mastitis tedavi preparatlar1 olarak kombinasyon seklinde kullanilirlar.
Aminoglikozidler igerisinde ¢ogunlukla neomisin tercih edilmektedir. Neomisinin zayif
lipid ¢6ziiniirliigii nedeniyle meme dokusuna penetrasyonu siirlidir. Siit ortami neomisinin
aktivitesini azaltir. Tetrasiklinler; bu gruptan oksitetrasiklin ve klortetrasiklin siitte kalsiyum
ve magnezyum iyonlariyla selat olusturmalar1 ve kazeinle kombinasyon sekillendirmeleri
nedeniyle dnemli dlglide aktivite kaybina ugrarlar. Oksitetrasiklin kas i¢i uygulandiginda da
meme dokusunda terapotik diizeye ulagsmamaktadir. Meme igine tetrasiklinlerin
uygulanmasinin meme dokusunda irritasyona neden oldugu bildirilmistir. Makrolidler;
parenteral uygulamada yiiksek lipid ¢oziintirliikkleri nedeniyle meme dokusuna biiylik oranda
gectikleri bildirilmistir. Makrolidler, parenteral ve meme i¢i antibiyotiklerin kombine
edilmesi gerektiginde en basarili secenegi olustururlar. Sulfonamid+Trimetoprim
kombinasyonlari; direngli suslar acisindan risk s6z konusu degilse damar i¢i uygulandiginda
meme bezlerine iyi derecede dagildig: bildirilmistir. Florokinolonlar; koliform bakterilerden
kaynaklanan mastitislerin sagaltiminda parenteral yolla uygulandiginda, siitte koliform
EKEY diizeyinin ¢ok lizerine ulagmasi nedeniyle en 1yi tedavi secenegi olarak bildirilmistir.
Sefalosporinler; beta laktamaz iireten stafilokoklar dahil mastitis patojenlerinin biiyiik
cogunluguna etkili olduklarindan meme i¢i mastitis preparatlarinda en ¢ok tercih edilen
antibiyotikler arasinda yer alirlar. Sefalosporinlerin, parenteral uygulamada meme dokusuna
gecisleri sinirli olmasina karsin meme i¢i uygulamada yiiksek yag coziiniirliigli ve siit
pH'sinda iyonize olmama orani nedeniyle meme igi preparatlarda en ¢ok tercih edilen ajan
olduklar1 bildirilmistir. Polimiksinlerden polimiksin B ve kolistin Gram negatif bakteriler ve
Pseudomonas spp.’ler i¢in uygun secenektir. Polimiksinlerin, meme i¢i uygulamada meme
dokusuna difiizyonlar1 ¢cok zayiftir. Bu nedenle polimiksinleri parenteral uygulamanin daha

elverisli oldugu bildirilmistir (Sekkin ve Kum, 2010).
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Stafilokok mastitislerini antibiyotiklerle tedavi etmek oldukg¢a zordur. Gelisen fibroz
doku nedeniyle antibiyotikler, meme i¢inde iyi dagilamamakta ve skar dokusundan dolay1
ise etken ilacin etkisinden kurtulmaktadir. Ayrica gelisen bariyer nedeniyle dogal antikorlar
ve kan enfekte bolgede iyi dolasim saglayamazlar. Sonugta enfekte memeler, uzun siire
etkeni yayan kaynak olarak ig goriir ve boyle ineklerin kesime gonderilmesi daha uygun bir

secenek olarak onerilmektedir (Alagam, 1997; Bastan, 2001).

2.3. Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyéz hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bilingsiz ve yaygin antibiyotik kullanimi sonucu, antibiyotiklerin yan
etkileri artmakta ve toplum kaynakli patojen etkenlerde antibiyotik diren¢ sorunlari ortaya
cikmaktadir. Ayrica kullanilan antibiyotikler patojenlerin yani sira normal flora bakterileri

tizerinde de bakterisidal veya bakteriyostatik etki gdstermektedirler (Cizman, 2003).

Direng, bakterinin antimikrobiyel ajanin 6ldiiriicli veya iiremeyi durdurma etkisine
sahip bir yetenegi ya da antibiyotigin lokal konsantrasyonunun, duyarli bakteri popiilasyonu
icin en kiicik etkin yogunluk (EKEY) dozundan yiiksek bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir. Diren¢ gelisimi ve yayillimi ¢ogunlukla antibiyotik kullanimina bagl
olmakta, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini devam ettirmek i¢in kullandigi
savunmanin parcasidir. Antibiyotiklerin yogun olarak kullanimast c¢oklu direng
mikroorganizmalarini  olusmustur. Enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlar yasanmistir
(Greenwood 2008, Adaleti ve ark, 2010).

Stafilokok tiirleri antibiyotiklere karst duyarli olmalarina ragmen antibiyotik
direngliligi artmaktadir. Stafilokoklarla gelisen enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilan
ilaglar degismektedir. Stafilokoklar, nazokomiyal patojen olarak yiiksek oranda morbidite
ve mortalite gosteriyor, hastanin tipi (yasli, bagisiklik yetmezligi, bagisikligi baskilanmis
olanlar) enfeksiyon riskini arttirmaktadir (Derbentli, 2005).

Ik kez 1945 yilinda penisilinaz olusturarak penisiline kars1 diren¢ kazanmis olan S.
aureus suslar1 vardir. Bu suslar 1950°1i yillarda etkili olmuslardir. Penisilinaza direngli
penisilinlerin 1960’l1 yillarda kullanima girmislerdir. iki yil sonra metisiline direngli S.
aureus izolat1 olarak ilk kez saptanmistir. 1995 yilinda Fransa’da (VISA, vankomisine orta
diizeyde direngli S. aureus), 1996’da Japonya’da hetero-VISA ve 2002 yilinda A.B.D.’nde
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(VRSA, vankomisin direngli S. aureus) suslarinin tespit edilmesi ile stafilokoklarda ¢oklu
antimikrobiyal direng problemi ortaya ¢ikmistir (Baddour ve ark, 2007).

Antibiyotiklere diren¢ gelismesinde, hiicre igine giren antibiyotik miktarinin
azalmasi, antibiyotigin detoksifiye edilmesi ve antibiyotigin hedefinde degisiklik olmak
tizere li¢ genel biyokimyasal mekanizma sorumludur. Mikroorganizmalar bir veya birkagini
kullanarak etki mekanizmalar1 farkli olan antibiyotiklere diren¢ kazanmistir (Durupinar,
2001).

Antibiyotikle hiicre i¢ine penetre olarak etki gosterirler. Hiicre igindeki antibiyotik
miktarinin azalmasima sebep aktif pompalar ile antibiyotigin hiicre digina atilmasidir.
Tetrasikline direngli olan mikroorganizmalarda direng gelisimi bu yolla olmaktadir. Direngli
mikroorganizmalar tetrasiklinin  terapotik dozunun 100 katina kadar dayanikli
olabilmektedir. Aktif pompalama sistemi, makrolidler gibi birbirleriyle iliskili olmayan
antibiyotiklere direng gelismesinde rol oynamaktadir. -laktamlar, kinolonlar, kloramfenikol
ve tetrasiklinlere direng gostermistir. Antibiyotikler, bakterinin iremesini spesifik bir
bileseni ile etkileserek inhibe edebilirler. Genetik mekanizma ile olusan direng ise dogal
direnc¢ (intrinsik diren¢) ve kazanilmis diren¢ olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Kalitsal
Ozellikte olmayana dogal direng tipi olarak tanimlanir. Antibiyotigin bagli halde etkili
oldugu hedef molekiiliiniin olmamas: ve ilacin hedefe ulasmasini 6nleyen dogal engeller
vardir. Birgok Gram negatif bakteri vankomisin ve metisiline, enterokoklar sefalosporinlere

duvar yapilar1 nedeniyle intrinsik direng gosterirler. (Oztiirk, 1997).

Kazanilmis direngte diisiik yogunluklarda ilaca duyarlilik gosteren bakterilerin sonra
ilacin kat1 yogunluklarina duyarsizlagmasidir. Kromozomal mutasyonla olusan kazanilmis
direng bir veya birden fazla asamada olusabilir. Tek asamada olusan mutasyonda
antibakteriyel ilag etkilesim sonucu direng gelisir. Bu duruma streptomisin tipi direnci denir.
Streptomisin tedavisine baslandiktan 3-4 giin sonra, Haemophilus influenzae ve iiriner kanal
icinde yangiya neden olan bakterilerin streptomisine karsi ileri derecede direngli oldugu
saptanmistir. Rifampine kars1 Escherichia coli ve S. aureus bu direng olusumu saglar. Cok
asamali mutasyonda direng yavas ve derecesi artan bigimde olusur. Buna penisilin tipi
direng denir. Bu tipteki direncin gelismesi i¢in DNA molekiiliinde farkli yerlerde bulunan
genlerde ardistk bir dizi mutasyon olayr meydana gelmektedir. Penisilinlere ve

tetrasiklinlere kars1 bu tip direng olusabilir (Kayaalp, 2005).
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Aktarilabilir direng, bakterilerin kromozomlarinda olusmus mutasyon sonucu veya
bakterilerin ortamdan ya da diger bakterilerden transdiiksiyon, transformasyon ve
konjiigasyon olaylarindan biriyle direng¢ yapan gen paketini almasi (yani R plazmidleri veya
transpozonlar araciligr ile olan direng) sonucu meydana gelir. Genetik diren¢ kromozom,
plazmid veya transpozon kontrolii altindadir. Kromozomal direng, spontan mutasyon
olugsmasi sonucu kromozomda ortaya ¢ikmaktadir. Plazmidler, ekstrakromozomal genetik
elemanlardir. Cift zincirli sirkiiler yapida DNA molekiiliine sahiptirler. Molekiil agirligr 1-
200 milyon dalton arasinda degisir. Agir metallere direnglidirler. Direng genleri tasiyan
plazmidlere rezistans plazmidleri (R-plazmidleri) denir. Cok sayida antibiyotige kars1 direng
genlerini tasir. Diren¢ plazmidleri diger duyarli bakterilere karsi transdiiksiyon,
transformasyon ve konjugasyon olaylari ile geg¢is saglayarak direng genini aktarir. Direncin
yayillmasina neden olur. Transpozonlar, DNA molekiiliinden kromozomdan plazmide ve
plazmidden kromozoma gegebilen DNA dizileridir. Bagimsiz olarak replike olamazlar.
Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklinler ve trimetoprime kars1 direng gelisimini
saglayan yapilardir. Ilag direngli (multiple-drug resistance) izolatlarin ortaya cikisi ve

yayiliminda transpozonlarin rolii bulunur (Kayaalp, 2005; Ozaslan, 2009).

2.3.1. S. aureus ve Antibiyotik Direnci

S. aureus’un antibiyotiklere etkili diren¢ mekanizmasi gelistirebilme yetenegine
sahiptir. 1930°da siilfanamidlere kars1 direng gelismis, 1940°da kullanimaya baslanan benzil
penisilinler den penisilinaz iireten suslar etkinliklerini kaybetmislerdir. 1961°de metisilin
direncine 1970’lerde birgok antibiyotige direnclilik gelismistir. S. aureuslsr sirkiiler
kromozom, plazmidler ve transpozonlar icermektedir. Virulans ve antibiyotik diren¢ genleri
kromozomlar tizerinde bulunmaktadir. Bu genler Gram pozitif ve negatif bakteriler arasinda
ekstrakromozomal elementlerle transfer olmaktadir. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere
karsi1 direncinden dort mekanizma sorumludur. Bunlar enzimatik inhibisyon, hiicre
membraninin ilaca permeabilitesinin azalmasi, efluks pompalar1 ve antibiyotiklerin hiicre
icindeki hedefine baglanmasimin azalmasidir (Reygeart, 2013). Tablo 1°de S. aureus’un
antibiyotik direncinde rol oynayan genler ve etki mekanizmalari belirtilmistir (Lowy, 2003;

Sakarya, 2011).
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(Lowy, 2003; Sakarya, 2011).

Tablo 1: S. aureus’un antibiyotik direncinde rol oynayan genler ve etki mekanizmalar

Antibiyotik Dlrqu Genin Genin Uriinii Diren¢ Mekanizmasi
Geni Lokasyonu
blaz Plazmid B laktamaz p laktam halkast
inhibisyonu
B laktamlar P ——

Kromozomal PBP'lerin affinitesinin

mecA PBP2a
kaset azalmasi

Gen Degisen Hiicre membraninin

A Kromozomal . .

. . bilinmiyor peptidoglikan kalinlagmasi
Glikopeptinler - : —
(Vankomisin) Plazmid- Dipeptit sentezi ile

vanA D-alanin-D-laktat vankomisine duyarliligin
Transpozon
azalmasi
Topoizomeraz 4'iin . N
. Kinolon direncini
ParC komponenti ParC . N
(GrlA) belirleyen bolge
Kinolonlar Kromozomal Giraz'm (QRDR)'de mutasyon ve
gyrA, gyrB komponenti GyrA eﬂl.lks pompalarinin
aktivasyonu
ve GyrB
Asetiltransferaz,
Aminoalikozidler Aac, aap, Plazmid- Asetiltransferaz, Fosfotransferaz ile
g ant Transpozon Fosfotransferaz antibiyotik
modifikasyonu
. Dihidrofolat
Trimethoprim, dirB Plazmid rediiktaz lacin hedefindeki
Sulfamethoksazol sulA Dihidropteroat enzimin modifikasyonu
Kromozomal
(dhps) sentaz
Rrn Kromozomal | 23S RNA rRNA mutasyonu
Oksazolidinonlar Cfr Plazmid RNA rRNA metilasyonu
metiltransferaz
Makrolid, ermA,
Linkozamidler ve ermB, Plazmid Metiltransferaz RNA metilasyonu
Streptograminler ermC
Efluks pompalarmin
tetk . .
_— . Ribozom Koruyucu | aktivasyonu
Tetrasiklinler Plazmid - - —
Protein Ilacin hedef bolgesine
tetM -
yarigmaci baglanma

2.3.1.1. p-Laktam direnci

B-laktam antibiyotikler hiicre duvar1 peptidoglikan olusumu sirasinda reaksiyonlari
katalize eden enzimlere baglanip, hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek antibakteriyel
etkilerini gostermektedirler (Vanderhaeghen ve ark, 2010). S. aureus’ta p-laktam
antibiyotiklere kars1 direng genellikle penisilin baglayan protein (PBP)’lerde olusan
degisiklikler ve p-laktamaz enzimleri ile antibiyotigin inaktive edilmesi seklinde

gerceklesmektedir (Zetola ve ark, 2005).
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S. aureus’ta peptidoglikan tabaka iic bolimden olusmaktadir. Bunlardan ilki
birbirine B (1,4) baglariyla bagli, tekrarlayan NAGA ve NAMA alt birimlerinden olusan
polisakkarit yapida bir iskelet. Ikincisi NAMA'e baghh D ve L aminoasitlerden olusmus
tetrapeptid zincir. Ugiinciisii bir tetrapeptidin dérdiincii aminoasitinin (alanin) a-terminal
karboksil grubu ile komsu NAMA'daki tetrapeptidin {iglincli aminoasitinin amino grubu

arasindaki ¢apraz baglaridir (Stapleton ve Taylor, 2002; Lowy, 2003).

NAGA ve NAMA, B (1,4) baglart ile baglanarak peptidoglikan iskeletini
olusturmaktadir. Muramik asite bagh tetrapeptid zincirlerindeki alanin aminoasitinin
karboksi terminali ile lizin aminoasitinin amino grubu pentaglisin peptid zincirleri ile ¢capraz
baglanmaktadir. Pentaglisin ¢apraz kopriileri, fem (metisiline direng igin gerekli olan faktor,
methicillin) genlerinin kodladigi femX, femA, femB proteinleri ile sitoplazmada
olusturulmaktadir. Bu fem proteinleri ana peptiddeki L-lizin rezidiilerine, glisin rezidiilerini
baglamaktadirlar. Peptidoglikan tabakanin yapisinda bulunan g¢apraz baglarin olusumu
(transpeptidasyon) reaksiyonlarini sitoplazmik membranin dis yiizeyinde yer alan PBP

katalize etmektedirler (Stapleton ve Taylor, 2002; Lowy, 2003).

S. aureus’ta dort penisilin  baglayan protein (PBP1-PBP2-PBP3-PBP4)
bulunmaktadir. Bu PBP’ler yiiksek molekiil agirlikli iki protein domainine sahiptirler. Bu
protein domainlerinden bir tanesi transpeptidasyonu (c¢apraz baglamada), digeri ise
transglikolizasyonu (glikan zincirini biyliten) katalize etmektedirler. Ana peptide bagli
terminal  D-alanin-D-alanin’e  benzeyen  beta-laktam  antibiyotikler, = PBP’lerin
transpeptidasyon = domainlerini  inhibe ederek c¢apraz  baglanma reaksiyonunu
durdurmaktadirlar. Peptidoglikanin capraz baglanmasi olmayinca hiicre duvari mekanik

olarak zayiflamakta, stoplazmik igeriklerin bazilar1 disar1 salinmakta ve hiicre 6lmektedir

(Lowy, 2003; Hardy ve ark, 2004).

2.3.1.2. Penisilin direnci

Penisilinlerin  stafilokokal enfeksiyonlara  terapotik amachi  kullanilmaya
baslamasindan kisa bir siire sonra, S. aureus’un bu antibiyotiklere kars1 diren¢ kazandigi
bildirilmistir. Penisiline kars1 olan direnglilik ilk kez 1941 yilinda bulunmus, ilk olarak
klinikten elde edilen hastaane kaynakli suslarda ortaya c¢ikmakla birlikte, daha sonra
populasyon geneline yayilmistir. Penisiline karsi1 sekillenen direng, 1960 yilinin sonlarina
dogru hem hastane hem de toplum kaynakli suslarin % 80’ine ulasmistir (Lowy, 2003).

Penisilin direnci plazmidlere bagh bir diren¢ olup, bu plazmidlerin aktarilmasi sonucunda
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1980’11 yillarda klinik hastalarindan izole edilen S. aureus suslariin % 90’indan fazlasinin

penisilinaz iiretebilen suslar oldugu bildirilmistir (Pesavento ve ark, 2007).

Penisilinaz'lar, penisilin ile beraber bazi B-laktam antibiyotikleri de parcaladiklar
icin S-laktamaz olarak da adlandirilmaktadirlar. Stafilokoklarda tanimlanan p-laktamaz,
blaZ geni tarafindan kodlanmaktadir. blaZ geni ardisik iki adet diizenleyici genin
antiinhibitér blaR1 ve inhibitér blal kontrolii altinda bulunmaktadir. Bunun disinda,
blaR2'nin enzimin sentezinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Inhibisyondan sorumlu blal
geni B-laktam antibiyotik yoklugunda blaZ ve blaR gen bolgelerinin ¢alismasini baski altina
alarak diisiik seviyede p-laktamaz iiretimine sebep olmaktadir. Bulundugu yerlerde B-laktam
antibiyotik varliginda ise blaR1, blaR2 genleri tarafindan blaZ geni uyarilarak yiiksek
seviyede p-laktamaz iiretimi saglanmaktadir (Lowy, 2003; Zetola ve ark, 2005). Ortamdaki
p-laktamaz enzimi antibiyotigin B-laktam halkasini hidrolize ederek ilacin inaktivasyonunu
saglamakta ve sonu¢ olarak hiicredeki PBP’lere baglanmasini engellemis olmaktadir

(Reygaert, 2013).

2.3.1.3. Metisilin direnci

Stafilokokal s-laktamaz enziminin hidrolizine direngli penisilin grubu antibiyotikler
icerisinde ilk olarak metisilin elde edilerek, 1959 yilinda klinik kullanima girmistir. MRSA
ilk olarak 1961 yilinda Ingiltere’de klinik suslarinda saptanmis ve 1970’lerin ortasinda
bir¢ok iilkede endemik hale gelmistir. Siklikla hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan
bazi MRSA suslari ise epidemik 6zellik gostermektedir. MRSA’lar yaygin olarak kullanilan
aminoglikozidler, makrolidler, florokinolonlar, kloramfenikol ve tetrasiklin  gibi
antibiyotiklere karsi da cogunlukla direncgli bulunmaktadirlar (Lee, 2003; Lowy, 2003;
Normanno, 2007).

Metisilin direnci kromozomal olarak lokalize olan mecA geni varliginda
olugsmaktadir. mecA geni, PBP2a olarak isimlendirilen ve metisilin ile diger p-laktam

antibiyotiklere affinitesi diisiik olan farkli bir PBP kodlamaktadir (Zetola ve ark, 2005).

PBP2a, hiicre membranina bagl ve peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasi
icin gerekli olan transpeptidasyon reaksiyonunu katalizlemektedir. Bdylece stafilokokal
PBP’ler B-laktam antibiyotikler ile inhibe olsa da, PBP2a’nin transpeptidaz aktivitesi

sayesinde hiicre duvari sentezi devam etmektedir. Transpeptidasyon reaksiyonunun devam
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etmesinin olugan direncin bir gostergesi oldugu belirtilmistir (Vanderhaeghen ve ark, 2010).
PBP2a, diger stafilokokal PBP’lerden farkli olarak tiim B-laktam antibiyotiklere diisiik
affinite gostermekle birlikte, MRSA’nin hemen hemen tiim B-laktam antibiyotiklere karsi

direncinden sorumludur (Normanno ve ark, 2007).

MRSA’da, metisilin duyarli S. aureus’ta (MSSS, methicilin sensitive S. aureus)
bulunmayan ve stafilokokal kaset kromozom mec (SCCmec, staphylococcal cassette
chromosome mec) olarak isimlendirilen bir direng adas1 bulunmaktadir. MSSS’nin SCCmec
adasina horizontal gen transferiyle MRSA’ya donistiigii belirtilmektedir (Zetola ve ark,
2005).

SCCmec, 21-67 kb biiyiikliigiinde, mobil genetik eleman olup, rekombinaz genleri
(ccrA, ccrB, ccrC) ile mecA geni ve bunu regiile eden mecl ve mecRI genlerinden olusan
mecA gen kompleksinden olusmaktadir (Sundsfjord ve ark, 2004). mecl ve mecRI
genlerinin p-laktamaz enzimini kodlayan blaZ geninin regiilatorleri olan blaR1 ve blal
genleri ile homolog yapida olduklar1 saptanmistir. mecl geni, mecA transkripsiyonunu
baskilayan Mecl proteinini, mecR1 ise membrana bagli sinyal transdiiksiyon proteini olan
MecR1’i kodlamaktadir (Lee, 2006). Bu genlerin kontroliinde mecA geninin [-laktam
antibiyotiklere yanit vermesinin, bakterinin penisiline maruz kaldiginda blaR1 ve blal
genlerinin blaZ genini reglile etmesiyle benzer sekilde ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Lowy,
2003).

Metisilin direncinin fenotipik olarak ekspresyonu degiskenlik gostermektedir. mecA
veya mecl genlerindeki mutasyon ya da delesyonlarin asil mec ekspresyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Ancak bazi S. aureus suslarinin mecA geni tasimalarina ragmen metisilin
direncini eksprese edemedikleri ve fenotipik olarak metisiline duyarli olduklar
bulunmustur. Bu suslarda mecl’nin mecA transkripsiyonunu baskiladigi ve ¢ogu f-laktam
antibiyotigin mecR1’1 aktive edememesine bagl olarak, metisiline duyarlilik sekillendigi
tespit edilmistir. mecA geni tasimalarina ragmen metisiline duyarli olan bu suslar pre-

MRSA olarak tanimlanmaktadir (Lowy, 2003; Lee, 2006).

Metisilin direncinin diizenlenmesinde, mecA gen kompleksi digina fem genlerinin de
rol oynadig: bildirilmistir. Bu genler peptidoglikan zincirlerinin ¢apraz baglanmasinda
gorev alarak metisilin direncini ekspresyonuna katki saglamakla birlikte, MSSA’larda da

fem geni bulunabilmektedir (Lowy 2003).
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S. aureus suslari, mecA genine sahip olmamasina karsilik oksasilin, sefoksitin gibi
metisilin duyarlililiklarin1 belirleyen testlerde pozitif sonug¢ verebilirler. Bu durumun
nedenleri arasinda ise mecA homologu olan, yeni tespit edilen mecC geni ile diger p-laktam
direncini saglayan faktorler bulunmaktadir (Garcia Alvarez ve ark, 2011; Petersen ve ark,
2013).

2.3.1.4. Glikopeptid direnci

Glikopeptidlerin ilk temsilcisi olan vankomisin 1956 yilinda kullanima girmis ve
uzun yillar direngli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir.
Metisiline direngli stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde vankomisin
yaygin ve artan sekilde kullanilmasi sonucu stafilokoklar vankomisine direng
kazanmuslardir. Ilk olarak Japonya’da 1997 yilinda klinikten izole edilen S. aureus susunun
vankomisine karsi orta diizeyli bir direngliliginin (VISA; vancomycin intermediate-resistant
S.aureus) oldugu saptanmis ve daha sonra diger iilkelerde de etkenin sahip oldugu bu

direncin varlig1 rapor edilmistir (Lowy, 2003; Janapatla ve ark, 2007).

Glikopeptidler gram pozitif bakterilerin hiicre duvari sentezindeki transpeptidasyon
basamagini peptidoglikan oOnciilerinden peptidil D-alanin-D-alanin yapisinin u¢ kismina
baglanir. Transglikozilaz ve transpeptidaz enzimlerinin baglanti noktalarin1 bozarak inhibe

olmasini saglar (Shorr, 2007).

S. aureus’ta sekillenen glikopeptid direncinin olugsmasinda iki nemli mekanizmanin
rol oynadig1 belirtilmektedir. Bunlar peptidoglikan biyosentezindeki degisiklik ve plazmid
kokenli vanA’nin konjugal transferidir. Birinci mekanizmada olusan direng kromozomal
olup, peptidoglikan tabakanin suslarda vankomisine kars1 azalan bir duyarlilik mevcuttur ve
VISA suslarinda gozlenmektedir. VISA’nin nedeni peptidoglikan biyosentezindeki
degisikliktir. Bu suslardaki hiicre duvar1 daha kalin ve diizensiz sekildedir. Bu suslarda
hiicre duvarindaki peptidoglikan zincirleri arasindaki ¢apraz bag sayis1 daha az oldugundan
serbest D-alanin-D-alanin rezidiilerinin sayis1 daha fazladir. Capraz bag sayisinimn
azalmasinin sebebi pentapeptid kopriideki D-glutamatin amidasyonu i¢in ihtiya¢ olan L-
glutamin miktarindaki azalmadir. Sonug¢ olarak vankomisini yakalayip ona baglanabilecek
daha fazla D-alanin-D-alanin rezidiisi oldugundan vankomisine orta diizeyde direng
olusmaktadir. Rezidiilere baglanan vankomisin, diger vankomisin molekiillerinin

sitoplazmik membrandaki hedeflerine ulagsmalarin1 engelleyerek diren¢ olusturmaktadir
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(Appelbaum, 2007; Sancak B, 2011). ikinci mekanizmada olusan direng ise vankomisin
direncli enterokoklardan Tnl1546 transpozonu ile vanA geninin konjugasyonu sonucu
aktarilmasiyla olusmaktadir. Bu konjugasyon sonucunda VRSA suslar1 olugmaktadir.
Ayrica hem MRSA hem de (VRE, vankomisin direncgli enterococcus) ile enfekte bireylerde
bakteriler arasinda olasi plazmid aktarimina bagli olarak VRSA’nin hizli bir bigimde
yayilabilecegi belirtilmektedir (Lowy, 2003; McCallum ve ark, 2010). vanA D-alanin-
Dlanin ligaz enziminin fretilmesini ve bu enzim aracilifiyla D-alanin-D-laktat
sentezlenmesine neden olmaktadir. Glikopeptid antibiyotikler D-alanin-D-laktat dipeptidine

baglanmadiklari i¢in bu durum direng gelisimini saglamaktadir (Sancak B, 2011).

2.3.1.5. Kinolon direnci

Kinolonlar 1980’1 yillarda Gram negatif bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlara
kars1 tedavi amach gelistirilmislerdir. Ancak Gram pozitif bakterilere karsi olan
spektrumundan dolay1 stafilokok enfeksiyonlarinda da tedavi amacli kullanim alani
bulmustur. Buna bagli olarak S. aureus suslarinda kinolonlara karsi sekillenen direng hizli

bir sekilde ortaya ¢ikmig ve yayilmistir (Lowy, 2003).

Kinolonlar DNA replikasyonunda rol oynayan DNA giraz (topoizomeraz Il) ve
topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek antibakteriyel etkilerini gostermektedirler. DNA
giraz DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda rol oynamaktadir. Topoizomeraz
IV ise replikasyon sirasinda olusan yavru DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilarak yavru
hiicrelere gegmelerine yardim etmektedir. DNA giraz enzimi gyrA geni tarafindan kodlanan
iki A alt birimi ile gyrB geni tarafindan kodlanan iki B alt biriminden olusmaktadir.
Topoizomeraz 1V ise parC geni tarafindan kodlanan iki parC alt biriminden ve parE geni
tarafindan kodlanan iki parE alt biriminden olusmaktadir. Kinolon grubu antibiyotiklerin
hedefi topoizomerazlardan olusan bu iki enzimdir. Topoizomeraz-DNA kompleksine
baglanan kinolonlar DNA sentezini hizla inhibe ederek hiicre dliimiinde rol oynamaktadir.
Kinolon direncinden sorumlu mekanizmalar Kkinolonlarin hedefi olan DNA giraz ve
topoizomeraz IV’teki kromozomal mutasyonlar ve efluks pompasinin indiiksiyonudur.
Kromozomal mutasyonlarda ve kinolon diren¢li mutantlarin olusmasinda yiiksek bakteri
yogunlugu, direngli subpopulasyon varligi ve enfeksiyon bdolgesindeki kinolon
konsantrasyonunun olduk¢a etkili oldugu belirtilmektedir. Enzim-DNA kompleksinin

(QRDR, kinolon direncini belirleyen bolge) sorumlu bolgelerindeki aminoasit degisiklikleri
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kinolonlarin bu hedefe affinitesini disiirmektedir (Lowy, 2003). Topoizimereaz IV’teki
parC (GrlA) alt iinitesi ile DNA girazdaki GyrA alt iinitesi diren¢ mutasyonunun en sik
goriildiigii bolgelerdir. S. aureus’ta birincil hedef topoizomeraz IV oldugu igin, bu enzimde
meydana gelen mutasyonlarin daha 6nemli oldugu ve bunun sonucunda kinolon grubu
antibiyotiklerin hepsine ¢apraz direng gelisebilecegi bildirilmektedir (Hooper, 2002). Direng
gelisimindeki efluks pompasi indiiksiyonu mekanizmasinda, efluks pompalar1 aligveris tipi
bir tepkimeyle ortamdaki protonlar1 hiicre ic¢ine alarak antibiyotikler dahil, cok sayida
yabanci, sitotoksik ve metabolizma iirliniinii hiicreden uzaklastirmaktadir. NorA plazmid
aracilifiyla tasinmakta olan bir gen olup, kinolon efluks proteini olan NorA’yi
kodlamaktadir. NorA’nin promotor boélgesindeki mutasyonlar, bu genin transkripsiyonunu

arttirip kinolonlara kars1 direng olusturmaktadir (Bisagnano ve ark, 2000).

2.3.1.6. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozidler hiicre duvarindaki porin kanallarindan girerek 23s rRNA’nin 30s
alt birimine geri donilisiimsiiz baglanip translasyonu bozarak mRNA’nin tasidigi genetik
kodun yanlis okunmasina neden olmaktadirlar. Bu antibiyotiklere karsi diren¢ ribozomal,
enzimatik ve permeabiliteye bagli olmak iizere ii¢ sekilde sekillenmektedir. S. aureus’ta
ribozomal ve permeabiliteye bagli direng nadiren olugmakla birlikte, en sik enzimatik direng
gozlenmektedir (Sudsfjord ve ark, 2004).

Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler plazmid veya transpozon kokenlidirler.
Bu enzimler N-asetilasyon, O-niikleotidilasyon ve O-fosforilasyon olmak {izere ii¢ 6nemli
reaksiyondan sorumlu tutulmaktadirlar. Bu genel reaksiyonlarin her biri i¢in enzim gruplari
bulunmaktadir. Bunlar Aac geni tarfindan kodlanan asetil transferazlar (AAC), Ant geni
tarafindan adeniltransferazlar (ANT) ve Aap geni tarafindan kodlanan fosfotransferazlar
(APH) dir. Bu enzimlerden ANT ve APH hidroksil gruplarini, AAC ise amino gruplarini
etkilemekte ve antibiyotik molekiillerine adenil, asetil ve fosforil gruplarin1 ekleyerek ilacin
etkinligini yitirmesine neden olmaktadirlar. Antibiyotigin yapisinin degistirilmesi, protein
sentezinin Oonlemesini ve ilacin hiicre i¢ine alinmasini engellemektedir (McCallum ve ark,

2010).
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2.3.1.7. Trimethoprim-siilfametoksazol direnci

Siilfametoksazol diger paraaminobenzensiilfanamid tiirevleri gibi paraaminobenzoik
asitten (PABA) dihidropteroik asit olusturan dihidropteroat sentetaz enzimini inhibe ederek
folik asit sentezini engellemektedir. Trimetoprim ise dihidrofolik asidi tetrahidrofolik aside
geviren dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek etki gostermektedir. Her iki
antibiyotik de tek baslarina folik asit sentezini inhibe etseler de, beraber kullanildiklarinda

sinerjistik etkilidirler (Winston ve Chambers, 2009).

Stilfanamide karsi olusan direng sulA geni kontroliinde kromozomal mutasyonlar
sonucu PABA’nin asir1 sentezi ile folat metabolizmasinda siilfanamidlerin olusturdugu
inhibisyonun engellenmesidir. Trimetoprime karst olusan direng ise trimetoprime diisiik
affiniteli ya da tamamen direngli DHFR enziminin tretilmesi kaynaklidir. Stafilokoklarda
goriilen bu direng tipi plazmidlerle taginan drfB genleri tarafindan kodlanmaktadir (Peacock,

2005).

2.3.1.8. Oksazolidinon direnci

Linezolid yeni bir bakteriyel sinif olan oksazolidinonlar ig¢inde yer almakta ve
bakteriyostatik etki gostermektedir. Linezolidler bakteriyostatik etkilerini 50S ribozomal alt
tinitedeki peptidil transferaza baglanip N-formilmetionil-tRNA’nin  70S ribozoma
baglanmasin1 Onleyip, 30S baglatict kompleks olugsmasinin engelleyerek ve bunun
sonucunda da bakterinin protein sentezini inhibe ederek gostermektedirler (Dogruman ve
ark, 2008).

Linezolidlere kars1 bilinen iki diren¢ mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi kromozomal kokenli, RNA-polimeraz B-alt {initesini kodlayan rrn geni ile iliskili
olup, nokta mutasyonlar sonucunda ilacin ribozoma baglanmasini engelleyerek etki
gostermektedir. Ikinci direng mekanizmasindan plazmid kokenli, RNA metiltransferazi
kodlayan cfr geni sorumludur. Bu gen rRNA’nmin metilasyonunu saglayip, ilacin

baglanmasini engelleyerek etki gostermektedir (Arias ve ark, 2008).

2.3.1.9. Makrolid-linkozamid-streptogramin direnci

Makrolid-Linkozamid-Streptogramin (MLS) tiirii antibiyotikler kimyasal olarak
farkli olsalar da, bakterilerdeki RNA bagimli protein sentezini, 70S ribozomunun 50S alt
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tinitesine baglanarak ayni yere tRNA baglanmasini ve peptid zincirinin uzamasini nleyerek

engellediklerinden ayn1 grup icerisinde degerlendirilmektedirler (Mayer ve ark, 1995)

MLS tipi antibiyotiklere direncli S. aureus suslarinda goriilen direng tipi, 23S
rRNA’y1 metile eden metiltransferaz enzimi salgilanarak bu antibiyotiklerin ribozoma
baglanmasinin engellenmesi seklindedir. Bu enzimi kodlayan genler plazmid kokenli olup
genel olarak erm (eritromisin ribozam metilasyon) olarak adlandirilmaktadirlar.
Metiltransferaz enzimi tarafindan 50S ribozomal alt iinitenin 23S parcaciginda bulunan
adeninlerin dimetillenmesi islemi sonucu, antibiyotikler ribozom iizerinde hedef bolgeye

baglanamamakta ve boylece direng gelismis olmaktadir (Reygaert, 2013).

2.3.1.10. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinler, 1950 yilinda kesfedilmis bakteriyostatik etkili, toprak kokenli olan
birgok Streptomyces tiirlinden elde edilen, bakteri protein sentezini inhibe eden antibiyotik
grubudur. Tetrasiklinler, protein sentezini ribozomun 30S alt {iinitesine baglanarak
engellemektedirler. Tetrasiklin direncinin genel olarak artmasi ve yayilmasi aktarilabilir
plazmidler, transpozonlar ve integronlar ile desteklenmektedir. S. aureus’ta, taginabilir tet
geninin kodladig: iki farkli tlirde tetrasiklin diren¢ proteinleri ile iki farkli tipte direng
mekanizmalar1 olusturmaktadir. Bunlardan birincisi, aktif efflux pompasi mekanizmasidir.
Bu direng tet geninin kodladig1 yaklasik 46kDa agirlifinda olan ve sirasiyla 459 ve 458
aminoasitten meydana gelen tetK ve tetL proteinleri ile olugmaktadir. Bu proteinlerin
varliginda tetrasiklinler efflux pompas: yoluyla enerji kullanilarak hiicre digia
atilmaktadirlar. Yakin zamanda tanimlanan kromozomal olarak kodlanan tet38 efflux
pompasi, S. aureus’da tetrasiklin direncine katilmaktadir. Tet38, MgrA geni tarafindan

diizenlenmektedir (Skold, 2011;Wendlandt ve ark, 2013).

Bu aragtirma kapsaminda, ¢ig siitlerde S. aureus varligi ve antibiyotiklere olan
duyarliligimin arastirilmas: amaglanmistir. Boylece saglikli beslenme agisindan ¢ig siitlerin
S. aureus bakimindan giivenli bir gida maddesi olup olmadig1 belirlenecek ve izole edilen
suslarin antibiyotiklere olan duyarliligt da ortaya konularak tiiketici sagliginin

korunmasinda katki saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Arac ve Gerecler

Calisma kapsaminda Aydm Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda bulunan spektrofotometre (Shimadzu UV-
1601), buzdolabi/derin dondurucu (Samsung RL62ZBSW), distile su cihazi (Niive NS
112), isitmali manyetik karistirici (IKA RH Basic 2 ve Niive MK 418), vorteks (Niive
NM110 ve IKA MS3 Basic), terazi (Shimadzu EB-2200 HU), hassas terazi (Shimadzu AX
120), su banyosu (Memmert WNB 10) ve etiiv (Niive FN 500) kulanildi.

Calismada arag ve gere¢ olarak mikropipetler (Eppendorf 10ml-100ml, 20-200 ml,
100-1000 ml), balon joje (Isolab 10, 25, 50 ve 100 ml), farkli boyutlarda deney tiip (Isolab
5,10,15 ml), beher glas (Isolab 10, 25, 50 ve 100 ml) ve pudrasiz cerrahi eldiveninden
(Beybi) yararlanildi. Ayrica mikroplakalardaki bakteri yogunlugu analizi icin ADU
Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda bulunan ELISA okuyucu (Thermo
Scientific Multi-Scan Go Spectrophotometer), otoklav (Niive, OT 4060) ve suslarin
muhafaza islemi icin de ADU Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda bulunan -
80 °C’den (NU 9668E, Nuaire) yararlanildi.

3.1.2. Siit Orneklerinin Toplanmasi

Arastirmanin materyalini, Ocak 2015 - Mart 2015 tarihleri arasinda Mugla Ili’nin
Milas Ilgesine baglh Agaglihdyiik, Baharli ve Koru kdylerindeki 100 farkli giigiimden alman
100 adet ¢ig inek siitii 6rnegi olusturmaktadir. Ornekler steril kaplarda soguk zincir altinda
Aydm Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin/Gida Hijyeni ve Teknolojisi

Anabilim Dal1 laboratuarina getirildi.
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3.1.3. Antibiyogramda Kullanilan Antibiyotikler

Calisma kapsaminda antibiyogram testinde kullanilan baslica antibiyotikler Tablo 2

de gosterilmisgtir.

Tablo 2: Antibiyogram testinde kullanilan antibiyotikler.

Antibiyotik Marka-Kod
Sefoksitin Sigma-C4786
Metisilin Sigma-51454
Tetrasiklin Sigma- T7660
Tilosin Sigma- T6134
Florfenikol Sigma-F1427
Neomisin Sigma-N1876
Siprofloksasin Sigma-17850
Linkomisin Sigma-621434
Polimiksin B Sigma-P4932

3.1.4. Besiyerleri
3.1.4.1. Mueller-hinton agar (MHA)

MHA (Merck 1.10293) besiyerinden 38 gr tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde
karistirllarak  121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. MHA mikrodiliisyon
yonteminde S. aureus susunun 0,5 McFarland'a ayarlanmasi agamasinda ve mikroplakalara

ekiminde besiyeri olarak kullanildi.

3.1.4.2. Nutrient broth (NB)

NB (Merck 1.05443) besiyeri 8 gr tartildi ve 1000 ml distile su igerisinde
karigtirllarak 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. NB mikrodiliisyon yonteminde

S. aureus susunu inkiibatorde ¢cogaltmak amaciyla kullanildu.

3.1.5. Coziiciiler

HCl1 (Hidroklorikasit) : 1 ml HCI ve 9 ml distile su ile hazirlanan c¢oziici,

siprofloksasin'in ¢ozdiiriilmesinde kullanildi.
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DMSO (Dimetilsiilfoksit) : 0,5 ml DMSO ve 9,5 ml distile su ile hazirlanan ¢dziici,
tetrasiklin, florfenikol, tilosin, polmiksin B, linkomisin, neomisin, metisilin ve sefoksitinin

¢Ozdiriilmesinde kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. S. aureus izolasyonu

Analizi yapilan ¢ig siit 6rneklerinde S. aureus saymmi TSE 6582 1SO 6888 (2001)
standard1 gercevesinde gerceklestirildi. Numuneler, aseptik sartlarda stomacher torbalarina
10’ar ml olacak sekilde alinip, iizerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su (OXOID
CMO0009) ilave edilerek karistiricida (Bag mixer, Interscience, France) 2 dakika boyunca
homojenize edildi. Homojenize edilen 6rneklerden lO'Z’ye kadar seri diliisyonlar hazirlandi.
Bu diliisyonlardan Egg yolk-Tellurite Emulsion (OXOID SR0054C) iceren Baird Parkar
Agar (BPA)’a (OXOID CM275) yiizeyde yayma plak yontemiyle inokulasyon yapilip, 37
°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan etrafi seffaf zonla gevrili, gri
ve siyah renkli karakteristik koloniler S. aureus siipheli koloniler olarak degerlendirildi.
Stipheli kolonilere gram boyama, katalaz testi ve DNaz testi, mannitol fermantasyonu, tiip
koagulaz testi uygulandiktan sonra, pozitif sonu¢ veren kolonilere Dry Spot Staphytect Plus
Test Kiti (OXOID DR0100) prosediirleri uygulanarak dogrulama yapildi.

3.2.2. S. aureus identifikasyonu
3.2.2.1. Gram boyama

Stafilokok oldugu diisiiniilen ve saflastirilan bakteriler Hucker’s modifiye Gram
boyama teknigi ile boyandi (Downes ve Ito, 2001). Bu amagcla lam tizerinde % 0,9 NaCl
igerisinde ¢ozlindiiriilen bakteriler ateste fikse edildikten sonra 1 dakika kristal viyole,
yikamay1 takiben 1 dakika iodine ve 15 saniyeyi gecmeyecek sekilde % 95 etanol ile
muamele edildi. Kontur boyamas: i¢in 30 saniye safranin igerisinde bekletildi. Mikroskop
altinda 100x objektifte bakterilerin renkleri ve morfolojileri incelenmis olup Gram pozitif
(viyole renkte) ve tek ya da ikili veya iiziim salkimi morfolojisinde diizensiz kiimelenmis

mikroorganizmalar stafilokok olarak tanimlandi.
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3.2.2.2. DNaz testi

S. aureus izolatlari, DNaz enzimi iiretmekte ve koloni etrafindaki DNA’y1 yapisal
birimleri olan niikleotidlerine pargalamaktadir. Bu amagla dncelikle siipheli koloniler DNaz
agara (OXOID CMO0321) 6ze yardimiyla gecildi ve 37°C’de, 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi petri yiizeyini kaplayacak bigimde, 1N HCI ilave edildi ve DNA nin
HCl ile muamelesi sonrasit presipitasyon varligi incelendi. Sonu¢ olarak DNA’nin
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmayan bolgeleri mat, S. aureus tarafindan bakteri
DNaz enzimi sayesinde DNA’1n parc¢alandigi bolgelerde seffaf zonlar gézlendi ve bu sonucu
veren koloniler DNaz pozitif olarak degerlendirildi (Bridson, 2006).

3.2.2.3. Katalaz testi

Bakteri kiiltiiriinden alinmis birkag¢ koloni temiz bir lam {izerinde birka¢ damla %
3’liik H,0;, ile karistirildi. Gaz kabarciklarinin ¢ikmasi katalaz pozitif olarak degerlendirildi
(Koneman ve ark, 2006).

3.2.2.4. Mannitol fermentasyonu

BPA’da gelisen S. aureus izolatlar1 Mannitol Salt Agar’a (OXOID CMO0085) gegildi.
Besiyerinin fenol kirmizisi renginin sariya doniismesi mannitol fermentasyonu agisindan

pozitif olarak degerlendirildi (Muratoglu, 2010).

3.2.2.5. Tiip koagulaz testi

BPA’da iireyen S. aureus igin siipheli koloniler 10 ml NB (OXOID CM0001) igeren
tiiplere aktarildi, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda 0,3 ml tavsan
plazmasi igeren tiiplere NB’da gelisen kiiltlirden 0,1 ml inokule edildi ve 37°C’de
inkubasyona birakildi. 4 saat sonra pihtislama durumu kontrol edilip pihtilasmanin

gozlenmesi koagulaz testi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Koneman ve ark, 2006).

3.2.2.6. Dry spot staphytect plus testi

Dryspot staphytect plus testi (OXOID DR0100) ile stafilokoklarin clumping faktor,

protein A ve kapsiilar polisakkaritlerinin ayrimi yapilmaktadir. Test kartinin isaretli
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boliimiine bir damla serum fizyolojik tlizerine bir 6ze dolusu siipheli S. aureus konularak
homojenizasyon saglandi. Daha sonra homojenize sivi test kartindaki reaksiyon bdliimii ile
muamele edildi ve 60-90 saniye sonra agliitinasyon (kiimelesme) goriilmesi pozitif olarak
degerlendirildi (Bridson, 2006).

3.2.3. Antibiyogram Testi

S. aureus suglarinin izolasyonu ve identifikasyonu yapildiktan sonra -80 °C'de
muhafaza edildi. Suslarin antibiyogram testine hazir hale getirilebilmesi i¢in sirastyla 6nce
-20 °C’de, +4 °C’de ve oda sicakhiginda 24’er saat bekletilerek canlandirildi. Oda
sicakliginda bulunan suglar daha sonra bir gece 37 °C’de inkiibatorde inkiibe edildi.
Antibiyogram kapsaminda pipet uglari, falkon tiipler ve cam tiipler ile hazirlanan MHB ve
NB besiyerleri steril edildi. Hava sirkiilasyonundan kaynaklanabilecek kontaminasyonu
engellemek amaciyla pencereler ve laboratuvar kapisi kapatildi. Antibiyogramin yapildigi
laboratuvar kabini % 70’lik etil alkol ile steril edilerek bek alevi agildi. Sterilize edilmis 50
ml’lik falkon tiiplerde bulunan NB’tan 5'er ml steril cam tiiplere aktarildi. Canlandirilmig
bakteri kiiltirlerinden otomatik pipet ile 50'ser pl alindi ve bu cam tiiplere aktarilarak
kapaklar1 ile sikica kapatildi. Sus ilave yapilmis cam tiipler 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Ertesi gilin kiiltiirlerde bakteri siispansiyonu olusumu kontrol edildi ve bulanik goriintii

olusumu gozlendi.

Spektrofotometrede absorbans Ol¢limii oncesi ¢alisma alam1 % 70’lik etil alkol ile
dezenfekte edildi ve bek alevleri acildi. Iki adet quartz kiivete 1'er ml MHB besiyeri
konuldu ve 625 nm dalga boyunda sifirlama yapildi. Bakteri siispansiyonunun yogunluklari
ise 0,5 McFarland olarak ayarlandi. Yani bakteri siispansiyonunun 625 nm dalga boyunda
0,08-0,1 absorbans degerini gostermesi saglandi. Bu amagla igerisinde 1 ml MHB besiyeri
bulunan kiivete kars1 okuma yapildi. Bos olan diger kiivete toplamda 1 ml olacak sekilde
belirli miktarlarda bakteri siispansiyonu ve MHB besiyeri eklendi ve absorbansin 0,08-0,1
araliginda olmas1 saglandi. Boylece her bir bakteri i¢in 0,5 McFarland degerinin hangi

miktarlarda elde edilecegi hesaplandi.

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlilik testleri CLSI (Clinical and Laboratory
Standarts Institue) tarafindan bildirilen broth mikrodiliisyon yontemi esas alinarak yapildi
(CLSI, 2016). Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda iiretici firmanin direktifleri

dikkate alindi. Konsantrasyonlarinin ayarlanmasinda ise literatiir bilgileri kullanildi. Bu
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kapsamda literatiirlerde S. aureus suslarinin ilgili antibiyotiklere karsilik gelen EKEY'sg

degerleri goz oniinde bulunduruldu.

Antibiyogram testinin yapildig1 laboratuvar kabini % 70’lik etil alkol ile steril
edilerek bek alevi agildi. Mikrodiliisyon testinde kullanilmak tizere her biri sus igin steril
cam tiipte ve 0,5 McFarland yogunlugunda, toplamda 10 ml’lik bakteri siispansiyonu ve
MHB iceren karigim hazirlandi. Bakteri siispansiyonu ve MHB oran1 spektrofotmetrik

Olclim sonuglarina gore hesaplandi.

Mikrodiliisyon testi 96 kuyucuklu “U” tabanli mikroplaklarda yapildi.
Mikroplakalar, satirlar suslar1 ve siitunlar antibiyotigi temsil edecek sekilde kullanildi.
Bakteri liremesinin gézlemlenmesi ve belirlenmesi i¢in 11. sirada yer alan kuyucuga sadece
0,5 McFarland yogunlugundaki bakteri siispansiyonundan 200 pl konuldu (pozitif kontrol
siitlinli). Kontaminasyonun olusmadiginin belirlenmesi icin ise 12. sirada yer alan kuyucuga
200 pl MHB konuldu (negatif kontrol siitunu). Literatiirlerden elde edilen bilgiler
dogrultusunda EKEYs5o degerleri belirlenen her bir stok antibiyotik ¢ozeltisinden 10’ar
ml’lik steril cam tiiplerde iki kat seri dillisyonlar yapildi ve istenilen konsantrasyonlar
hazirlandi. Mikroplakalarin ilk 10 sirasina ise 100’er pl onceden hazirlanmis bakteri
stispansiyonu ve  MHB igeren karisim konuldu. Bunun iizerine ilgili antibiyotik

konsantrasyonlarindan 100’er pl ilave edildi.

Inokulasyonu gerceklesen mikroplaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon sonunda EKEY degerlerinin belirlenmesi igin kuyucuklardaki iireme yogunlugu
negatif kontrol stitununda yer alan kuyucuklar ile karsilastirildi, tiremenin gozlenmedigi en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu degerlendirmeye alindi. Ayrica mikroplakalar ELISA
okuyucuda da analiz edildi ve her bir kuyucugun 600 nm dalga boyunda optik dansitesi
olgiildii. Burada da iiremenin olmadigi en disiik antibiyotik konsantrasyonu degerlendirildi.
Yani, negatif kontrol siitununda yer alan kuyucuk ile ayni veya yakin optik dansiteye sahip

kuyucuk EKEY’un oldugu kuyucuk olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri Suslarinin izolasyonu ve identifikasyonu

Farkli 100 giigiime ait 100 adet ¢ig inek siitii drneklerinden etken izolasyonu ve
identifikasyonu yapilarak 47 adet S. aureus elde edildi.

Stafilokok izolasyonunda gram boyama, katalaz testi, tiip koagulaz testi, DNAaz
testi, mannitol fermantasyonu uygulandi ve dry top staphytect plus testi ile dogrulandi.
Gram boyamada mikroskop altinda 100x objektifte bakterilerin renkleri ve morfolojileri
incelenmis olup Gram pozitif (viyole renkte) ve tek ya da ikili veya liziim salkimi
morfolojisinde diizensiz kiimelenmis mikroorganizmalar stafilokok olarak tanimlandi. S.
aureus tarafindan bakteri DNaz enzimi sayesinde DNA’in pargalandigi bolgelerde seffaf
zonlar gbzlendi ve bu sonucu veren koloniler DNaz pozitif olarak degerlendirildi. Bakteri
kiiltiirtinden alinmis birkag¢ koloni temiz bir lam tizerinde birka¢ damla % 3’lik H,O ile
karistirildi. Gaz kabarciklarimin ¢ikmasi katalaz pozitif olarak degerlendirildi. BPA’da
gelisen S. aureus izolatlart Mannitol Salt Agar’a (OXOID CMO0085) ge¢ildi. Besiyerinin
fenol kirmizist renginin sartya doniigmesi mannitol fermentasyonu agisindan pozitif olarak
degerlendirildi. BPA’da iireyen S. aureus igin pihtislama durumu kontrol edilip
pihtilasmanin gbzlenmesi koagulaz testi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. Dryspot

tect plus testinde agliitinasyon (kiimelesme) goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Izole edilen S. aureus suslarinin antibiyotik duyarlilik testinde NB ve MHB
besiyerleri kullanildi ve mikrodiliisyon yontemi ile gergeklestirildi. Suslarin EKEY
degerleri Clinical Laboratory Standart Enstitute (CLSI, 2012 ve 2016)' ye gore
degerlendirildi (Tablo 3).

Tablo 3: S. aureus susuna ait EKEY (ug/ml) araligi (CLSI, 2012 ve 2016).

Antibiyotik EKEY arahg (ug/ml)
R | S
Sefoksitin >38 - <4
Metisilin > 16 - <8
Tetrasiklin >16 8 <4
Tilosin >8 4 <2
Florfenikol >32 16 <8
Neomisin > 64 32 <16
Siprofloksasin >4 2 <1
Linkomisin >4 1-2 <0,5
Polimiksin B >8 4 <2

R: Direngli, I: Orta derece duyarli, S: Duyarh
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Etken izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan yapilan antibiyogram testi i¢in

mikrodiliisyon yontemine gore hazirlanmis mikroplaka Resim 3°de gosterilmistir.

Resim 3: Mikrodiliisyon yontemine gore hazirlanmig mikroplaka.

Yapilan mikrodiliisyon metoduna gore izole edilen suglarin % 53,2’sinin tetrasikline

duyarli oldugu belirlendi (Tablo 4).
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Tablo 4: izole edilen S. aureus suslarmin (n=47) mikrodiliisyon metoduna gore EKEY, EKEYs5o, EKEYqg degerleri ve direng orant. EKEY: En

kiigiik etkili yogunluk.
Antibiyotik EKEY (pg/ml) degerine gore izole edilen sus sayisi EKEY EKEYsy, EKEYy Direng

0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
Sefoksitin 1 1 45 128-1024 1024 1024 100
Metisilin 3 43 1 256-1024 512 512 100
Tetrasiklin 7 18 8 8 2 3 1 4-256 8 64 46,8
Tilosin 1 1 1 1 2 7 34 8-1024 1024 1024 100
Florfenikol 2 19 12 13 1 16-256 32 128 95,7
Neomisin 5 15 16 7 3 1 32-1024 64 256 89,3
Siprofloksasin 2 4 2 3 10 5 13 5 2 1 0,125-64 2 16 55,3
Linkomisin 1 2 3 16 17 8 128-4096 1024 2048 100
Polimiksin B 6 2 2 1 1 1 5 1 28 4-4096 2048 4096 87,2
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5. TARTISMA

Mastitis ¢ok etmenli bir hastalik olup, ¢evre ve inege ait olumsuz faktorlerin
etkisiyle olusur. Siit inegi yetistiriciliginde mastitis; fiziksel nedenlerle meme dokusunda
meydana gelen yaralanma, tahrise sebep olan kimyasal maddeler ve mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlar sonucu meydana gelir (Kesenkas, 2008). Mastitis hastalig1
memeli hayvanlarin hepsinde goriilmekle beraber siit inekleri i¢in ayr1 bir Snem
tagimaktadir. Ciink{i siit, Ozellikle insan beslenmesinde yer alan en Onemli gida
kaynaklarindan biri olarak bilinmektedir ve siitiin baslica kaynagi olarak ilk sirada siit
ineklerinin yer almasi sigir mastitisini diger memelilerde goriilen mastitislere oranla daha

onemli kilmaktadir (Ozpulat, 2011).

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
artiglara neden olur. Bakteri, enfekte olmus sigirin meme bezlerine, siit kanallarina ve
memelerdeki lezyonlarina yerlesir ve bulasicidir. Enfeksiyon S. aureus ile kontamine olmus

meme bezinden diger meme bezine bulagsmasiyla gergeklesir (Paterson 2013).

Mastitise neden olan bakterilerden S. aureus’un incelenerek antibiyotik
duyarhiliklarinin degerlendirildigi birgok literatiir bulunmaktadir. Bunun nedeni mastitisin
stk ve yaygin bir sekilde goriilen bir hastalik olmasindan kaynaklanmaktadir. Hayvan ve
insan sagligr agisindan degerlendirildiginde ise konunun 6nemi daha ¢ok artmaktadir.
Caligmalarin ¢ogu disk diflizyon yontemi ile yapilmis olup, mikrodiliisyon yontemi

kullanilan ¢alismalarin sayisinda artis vardir.

Ulkemizde disk difiizyon antibiyotik testi ile yapilan ¢alismalara bakildiginda
Kaynarca (2009) Aydin ilinde yaptiklar1 ¢alismada mastitisli ineklerden izole ve identifiye
edilen 71 adet S. aureus susunun neomisine % 70.5 direncli, Ikiz ve ark (2013) Marmara
bolgesinde yaptiklart calismada 15 farkli ¢iftlikten 270 adet ¢ig siit 6rneginden elde edilen
12 adet S. aureus etkenlerinin neomisine % 91.67 direngli, Geng (2015) 100 adet siit
orneginden izole edilen 28 adet S. aureus susunun neomisine % 100 direncli oldugunu

bildirmislerdir.
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Farkli antibiyotik duyarlilik testleri ile tetrasikline diren¢ oranmin arastirildig
calismalara bakildiginda Unal (2012) Tiirkiye’de mastitisli inek ve koyunlardan izole edilen
152 adet S. aureus ve koagiilaz pozitif suslarinin tetrasikline % 3.3-26.1 direngli, Kaynarca
(2009) Aydin ilinde yaptiklar1 ¢alismada mastitisli ineklerden izole ve identifiye edilen 71
adet S. aureus susunun tetrasikline % 87.5 direngli, Tanribuyurdu (2014) 100 adet ¢ig siit
orneginden izole edilen 27 adet S.aureus suslarinda agar diliisyon yontemi ile yaptiklari
caligmada tetrasikline % 81 direngli, Yang ve ark (2016) Cin’de yaptiklar1 ¢alismada izole
edilen 44 adet S. aureus susunun disk diffiizyon yontemi ile yapilan ¢alismada tetrasikline

% 15,91 direngli oldugunu bildirmislerdir.

Geng (2015) disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyogram testinde 100 adet siit
orneginden izole edilen 28 adet S. aureus susunun florfenikole % 100 duyarli oldugunu,
Abed ve ark (2018) Misirda yaptiklar1 ¢alismada izole edilen 237 adet S. aureus suslarinin
disk difiizyon yontemi ile florfenikole % 32 direncli oldugunu belirtmislerdir.

Kaynarca (2009) Aydin ilinde mastitisli ineklerden izole ve identifiye edilen 71 adet
S. aureus susunun disk diffiizyon yontemi ile sefoksitin i¢in % 93 olarak direncli, Abed ve
ark (2018) Misirda yaptiklar1 c¢alismada izole edilen 237 adet S. aureus suslarmin disk

diffiizyon yontemi sonucunda sefoksitine % 75 direngli oldugunu belirtmislerdir.

Unal (2012) Tiirkiye’de mastitisli inek ve koyunlardan izole edilen izole edilen 152
adet S. aureus ve koagiilaz pozitif suslarinin linkomisine % 22,3 direngli oldugunu

belirtmistir.

Yapilan c¢aligmalarda metisilin direngli stafilokok izolasyonunun artarak ilerledigi
bildirilmistir (Leonard ve Markeley 2007). Tiirkiye’de mastitisli ineklerden elde edilen ¢ig
siitlerde metisilin direnci ile yapilan calismalarda Ugan ve Aslan (2002) 75 S. aureus
izolatindan birinin ve Hadimli ve ark (2001)’lar1 78 S. aureus izolatindan 14’{iniin metisilin

direncine sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Yapilan arastirmalar cografik bolgelerde farkli antibiyogram testlerinin ve
antibiyotiklerin se¢ildigini gdstermektedir. Sonuclarin arasindaki farkliliklarin, test edilen
suglarin farkliligindan ve orijininden, bdlgesel kullanim aligkanliklart veya hedef
mikroorganizma i¢in etkisiz antibiyotik kullanimi, aragtirma yapilan hayvanlarin genotipik
yapilari, yas, laktasyon say1 ve donemi, immun sistem giicli, meme yapilari, ortamda eksik

hijyen gerekliliklerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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TUBA (Tiirkiye Bilimler Akademisi) insan ve hayvan saghginda akilci antibiyotik
kullanim1 ve antibiyotik direngliligi 2017 raporuna gore; Tiirkiye’de Veteriner Tibbi
Uriinlerin hammadde ithalatinda % 46 ile antibakteriyeller ilk sirada yer almaktadir. Bunun
% 23’tnl tetrasiklin, % 18’ini penisilin ve linkozamid, % 11’ini makrolid grubu
antibiyotikler olusturmaktadir. Antibiyotik hammadde ithalat verilerine bakildiginda, 2015
yilinda, 2013 ve 2014 yillarina gore bir azalma goze ¢arpmaktadir. Bu diislisiin denetimlerin
siklagtirilmasina, farkindalik artis1 ve bilingli ilag tiiketimine bagli olarak gerceklestigi

distiniilmektedir.

Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan 2017 yilinda “Veteriner Hekimlik Alaninda
Antimikrobiyal Direng (AMD) Izleme ve Kontrol Stratejileri Eylem Plan1” hazirlanmustir.
Eylem plani igerisinde; Veteriner Hekimlik Alaninda Antimikrobiyal Direng Olusumunun
Azaltilmast ve Yayilmasmin Kontrolii Igin Koordinasyonun Saglanmasi, Veteriner
Hekimlik Alaninda Antimikrobiyal Direncin Izlemesi, Hayvancilik Ekonomisi ve Halk
Sagligim1 Tehdit Eden Bakteriyel Enfeksiyonlarin Kontrol ve Eradikasyon Planlarinin
Gelistirilerek  Uygulanmasi, Veteriner Hekimlik ve Tarim Alaninda Antibiyotik
Kullanimmin Deger Zinciri Igerisinde izlenmesi ve Akiler Kullanimmin Saglanmast,
Bilingli Antibiyotik Kullanimi ve Antimikrobiyal Direng Uzerine Farkindalik Yaratilmasi,
AMD Alaninda Arastirmalarin  Desteklenmesi  ve Alternatif Antimikrobiyallerin

Gelistirilmesi bagliklar1 yer almaktadir.

Kiiresel antimikrobiyal direng¢ sorunu ve tedavisinde de yeni yaklagimlar vardir.
Birinci olarak peptit antibiyotikler ve ikinci olarak antisens antibakteriyel etki, oligomerlerin

kullanilarak genlerde protein yapiminin durdurulmasidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Antibiyogram sonuglari agisindan degerlendirildiginde antibiyotik direngliligi
yoniinden bolgesel farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle mastitis sagaltiminda ve
kontrol programlarinda kullanilacak antibiyotigin belirlenmesinde antibiyotik duyarlilik
testinden faydalanilmasi onemli bir noktadir. Tirkiye’de hayvanlarda mastitislerden izole
edilen stafilokoklarda antibiyotik direnci cografik bdlgeler, hayvanin klinik durumu,
hayvanin yasi, siirii ve izolat kaynagi bakimindan farklidir. Antibiyotik kullanimi ile direng
artis1 arasinda paralellik oldugundan dolayr ciftlik hayvanlarinda antibiyotik kullanimi
kontrol edilmeli, akilc1 antibiyotik kullanimi konusunda yetistiriciler bilgilendirilmelidir.
Veteriner hekim kontroliinde antibiyotik kullanimi ile ilgili siki onlemler alinmalidir.
Veteriner alanda antibiyotik kullanimi 6ncesi mastitiste dogru tani i¢in antibiyogram
uygulamasinin yapilmasi ve dogru antibiyotiklerin uygun siire ve dozlarda kullanimina
dikkat edilmelidir. Bu c¢alismada metisilin, sefoksitin, tilosin, florfenikol, neomisin,
linkomisin, polimiksin B ve siprofloksasin direncinin bdlgede goz oniinde bulundurulmasi
gerektigi, mastitis sagaltimi ile veteriner hekim kontroliinde bu antibiyotiklerin kullanimina

dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varildi.
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