1. GIRIS

Staphylococcus aureus, tiim diinyada oldugu kadar yurdumuzda da en yaygin kronik
mastitis etkenlerinden birisi olup, enfeksiyon ¢ogunlukla subklinik olarak gelismekte ve
somatik hiicre sayisinda artisa neden olmaktadir. Bununla birlikte genellikle siit veya memede
saptanabilir bir degisiklik goriilmez. Bakteri enfekte ineklerin meme bezlerinde, meme
kanallarinda ve meme lezyonlarinda bulunur ve oldukg¢a bulasicidir. Enfekte olmus meme
bezlerinde S. aureus ile kontamine olmus siit, enfekte olmamis bir meme bezi ile temas
ettiginde ve sagim zamanlarinda bakteriler meme kanalina girdiklerinde enfeksiyon
yayilmaya baglar. S. aureus bolgeye yerlestikten sonra antibiyotik tedavisine iyi yanit vermez
ve enfekte olan inekler stiriiden ayrilmali veya siiriiden ¢ikarilmalidir. Somatik hiicre sayisinin
200.000/ml'nin altindaki bazi siiriilerde, uygun siit sagimi ve standart sagim zamani hijyen
tekniklerine ragmen S. aureus'u tamamen yok edememistir (Roberson ve ark, 1994).

S. aureus siit sigirn yetistiriciliginde Onemli ekonomik kayiplara neden olan
mastitislerden en sik izole edilen bakteridir. Infekte ineklerden elde edilen siitler
enterotoksijenik S. aureus izolatlarinin ana kaynagidir (Zschock ve ark, 2005). S. aureus,
hiicre membranlarini yok eden ve siit lireten dokuya dogrudan zarar verebilecek toksinler
tiretir (Trinidad ve ark, 1990a). Beyaz kan hiicreleri, enfeksiyona karsi savasmaya tesvik eden
yang1 bolgelerine ¢ekilirler (Owens ve ark, 1991). Baslangigta bakteriler meme bezleri ve
dokulara zarar verir ve sonunda skar dokusunun olusumuna neden olurlar. Bakteriler daha
sonra kanal sistemine ilerleyip siit salgilayan hiicrelere derin yerlesimli enfeksiyon cepleri
olustururlar. Bunu takiben, bakteri olusumunu 6nlemek i¢in bakterilerin duvarlarin1 kapatan
apselerin olusmasi, bakterilerin bagisiklik sistemi tarafindan algilanmasin1 Onler. Apseler,
antibiyotiklerin bakterilere ulasmasini Onler ve tedaviye cevabin zayif olmasinin baslica
nedenidir. Bununla birlikte, S. aureus tiim subklinik mastitis enfeksiyonlarinin %10-12'sini
temsil eder (Tenhagen ve ark, 2009).

S. aureus, hiicre membranlarin1 yok eden ve siit iireten dokuya dogrudan zarar
verebilecek toksinler iiretir (Trinidad ve ark, 1990a). Beyaz kan hiicreleri, enfeksiyona karsi
savagsmaya tesvik eden yangi bolgelerine ¢ekilirler (Owens ve ark, 1991). Baslangicta
bakteriler meme bezleri ve dokulara zarar verir ve sonunda skar dokusunun olusumuna neden
olurlar. Bakteriler daha sonra kanal sistemine ilerleyip siit salgilayan hiicrelere derin
yerlesimli enfeksiyon cepleri olustururlar. Bunu takiben, bakterilerin duvarlarini kapatan

apselerin olusturmasi, bakterilerin bagisiklik sistemi tarafindan algilanmasini onler. Apseler,



antibiyotiklerin bakterilere ulagsmasini Onler ve tedaviye cevabin zayif olmasinin baglica
nedenidir. Bu ¢alismada subklinik mastitisli inek siitlerinden elde edilen S. aureus
izolatlarinda 6nemli toksin [(eksfoliyatif toksin, Panton-Valentine l6kosidin, toksik sok
sendrom toksin 1) genlerinin (eksfoliyatif toksin A,B,D geni (eta, etb, etd), Panton-Valentine
16kosidin geni (luk-PV), toksik sok sendromu toksini 1 geni (tst-1)] polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ve antibiyotik direngliliginin disk difiizyon yontemi ile incelenmesi
amaglandi. Boylece meme dokusunda enfeksiyona sebep olan S. aureus kaynakli

enfeksiyonlarin ampirik tedavisine katki saglanmis olunacaktir.

1.1. Genel Ozellikleri

Stafilokoklar aerop ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Yiiksek tuz
konsantrasyonunda (%10 NaCl) ve 18-40°C arasinda klasik besiyerlerinde {ireyebilme
ozelliklerine sahiptir. Optimal iireme 1s1s1 30-37 °C ve pH: 7-7,5’tir. Kanli agarda 18-24 saatte
yuvarlak, diizgiin kenarli, hafif konveks, opakt, 1-4 mm ¢apinda koloniler yaparlar (Bilgehan
2004). S. aureus kolonileri 18-24 saatte pigmentli (sari-portakal rengi, krem rengi), S tipi,
yuvarlak, hafif kabarik ve ¢ogunlugu kanli agarda beta hemoliz yapan koloniler olusturur
(Anderson, 1983).

S. aureus Gram pozitif, katalaz pozitif, genellikle oksidaz negatif, %10 tuz
konsantrasyonunda iireyebilen, fakiiltatif anaerob koklar olup, Micrococcaceae ailesine ve
stafilokok grubuna aittir. Staphylococcus aureus, altin koloni pigmentasyonu, koagiilaz
iiretimi, mannitol ve trehaloz fermentasyonu ve 1s1ya dayanikli termoniikleaz tiretimi ile diger
stafilokok tiirlerinden ayirt edilebilir (Anderson, 1983).

Cogu S. aureus izolati, 10 farkli serotip igerebilen bir polisakkarit kapsiille kaplanir.
Kapsiiliin altinda, Gram pozitif bakterilere 6zgli olan, kalin ve olduk¢a capraz baglanmis
peptidoglikan tabakasi ve teikoik asit igeren bir hiicre duvari bulunur (van Wely ve ark,
2001). Staphylococcus aureus'un yiizey proteinleri, fibrinojen, fibronektin, kollajen ve IgG'ye
baglanmaya katilan genel bir yapi bulundurur. Staphylococcus aureus tarafindan iiretilen
penisilin baglayici proteinler, bakterisidal permeabilite artirici protein 4 (PBPI-4), hiicre
geperi peptidoglikan baglanmasi ile ilgilidir. Bu proteinler beta-laktam antibiyotiklere
baglanabilir.

S. aureus genomunun evrensel 6zellikleri, 2800 kilobaz agirliginda cift kromozomu,
bir veya daha fazla plazmid, profajlar, transpozonlar, ekleme sekansi ve diger karakterize

edilip tamamlanmamis yardimci genetik elementlerdir (Projan ve Novick, 1997). Bugiine



kadar 10'dan fazla eksiksiz S. aureus genomu dizilenmistir. Staphylococcus aureus'un hiicre
biiyiimesi ve boliinmesi icin gerekli olan yonetim genlerini iceren ¢ekirdek genomu nispeten
korunmaktadir. Staphylococcus aureus kormozomlarinin %20'sine kadar olan bir kismi, kendi
baslarina cogalabilen DNA segmentleri olan mobil genetik elementlerden olusur. Bu
elementlerin baslica tiirleri arasinda plazmidler, S. aureus patojenite bolgeleri, bakteriyofajlar,
ekleme sekanslar1 ve stafilokokkal kaset kromozomlart yer alir. Bu elementlerin birgogu
viriilens veya antimikrobiyel direng genlerini kodladigindan, bu segmentlerin S. aureus
suslarina transferi susun patojenitesini etkileyebilmektedir. Mobil genetik unsurlarin
dagilimlar1 S. aureus suslar1 arasinda ve hatta aynm1 sus soylar1 arasinda belirgin sekilde

degisim gostermektedir (Holden ve Lindsay, 2008).

1.2. Tarihge

S. aureus'un neden oldugu enfeksiyonlar, yaklasik 100 yil dnce bir Iskog bir cerrah
olan Sir Alexander Ogston tarafindan karakterize edilmistir. 1890'da S. aureus'un sigirlarda
mastitis olusturdugu bildirilmistir. S. aureus ilk olarak 1880 yilinda Alexander Ogston
tarafindan ameliyat sonrasi 6liim oranlarinin artmasinin nedeninin arastirilmasiyla kesfedilmis
ve daha sonra Frederich Julius Rosenbach tarafindan isimlendirilmistir. Daha ¢ok “staph
enfeksiyonu” veya “staph bakterisi” olarak adlandirilan S. aureus, asemptomatik olarak
tastyicilarda %30 oraninda burun deliklerinde bulunurken, geriye kalan cogunlukta ise deride
saptanmistir (Lowy, 1998). Yenidoganlar en yiiksek nazal stafilokok tasiyicilariyken ondan
sonra ise hastane personelleri gelir (Williams, 1963). S. aureus, deriden deriye temas yoluyla
gecer ve en fazla dnceden hasta olan ve bagisiklik sistemi zayif bireyleri etkiler. En yaygin
gecis yolu, aktif bir S. aureus tiiriinii barindiran saglik ¢alisganindan temas yoluyla gelir. Diger
gecis yollar, ¢evresel kaynaklardan ve bakterinin diger tasiyicilarindan meydana gelir.
Stafilokok enfeksiyonlarinin olasi1 sonuglar1 arasinda genellikle pndmoni, septisemi ve yara
enfeksiyonlart gibi bircok hastane kaynakli klinik bulgular vardir. S. aureus ilk kez identifiye
edilip antibiyotikler gelistirilmeden dnce bakterinin yaklasik %80’lik bir 6liim oranina sahipti.
Gilinlimiizde antibiyotik tedavisi ile diinyadaki mortalite oranlar1t %?20-40 arasinda
degismektedir ancak antibiyotik direnci ile 6liim oranlari siirekli artmaktadir (Lowy, 2003).
Antibiyotiklere diren¢ kazanmis bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda, hastalar tedaviye
cevap vermediginden vakalarin ¢ogu oliimle sonuglanmaktadir. Ayrica direngli bakteriler,
hastalarin hastanede kalma siireleri ve tedavi giderlerinin artmasina neden olmaktadir

(Tenover, 2006; Paphitou, 2013).



1.3. Bakterinin Prevalansi ve Onemi

S. aureus, diinya genelinde sigirlarda en sik izole edilen patojenlerden biri olup
(Myllys ve ark, 1994a; Tenhagen ve ark, 2006) ¢ig siitten izole edilen en yaygin bulasici
mastitis patojenidir (Piccinini ve ark, 2003; Olde Riekerink ve ark, 2006). Uzun siireli
arastirmalar siit endiistrisinde S. aureus'un éneminin degigsmedigini gostermektedir (Swinkels
ve ark, 2005). S. aureus, siit iiretiminde azalma, bakteri kontaminasyonuyla artmis somatik
hiicre sayis1 sonucu siit kalitesinde azalma, veteriner ve tedavi maliyetleri, prematiire tarama
gereksinimi ve potansiyel genetik kayip gibi ekonomik kayiplara neden olur (@steras ve ark,
2005). Siit 6rneklerinde 6nemli dlgiide S. aureus liremesine sahip olan inekler, siiriiden atilma
riski altindadir (Reksen ve ark, 2006). Piccicini ve ark. (2003a) tarafindan yapilan bir
arastirmada, S. aureus mastitisli siiriilerdeki patojen bulgusu bulunmayan siiriilerle
karsilastirildiginda 6nemli miktarda siit kaybi oldugu bildirilmistir.

S. aureus mastitisine bagli ekonomik kayiplar, 6zellikle ineklerde ortalama bir mastitis
vakasindan daha yiiksek olabilir (Grohn ve ark, 2004). Inekler genelde diivelere kiyasla S.
aureus ile daha ¢ok enfekte olur (McDougall ve ark, 2007). Bununla birlikte, diiveler igin
bazen S. aureus prevalansinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Birhanu ve ark. (2017),
Etiyopya’nin Bishoftu sehrinde 153 adet subklinik mastitisli hayvanin %44,9’unun S. aureus
kaynakli oldugunu bildirmislerdir. Tanzanya’da Suleiman ve ark. (2018)’min yaptiklar
calismada 203 hayvanin CMT ile subklinik mastitis oldugu belirlenmis 416 hayvanda %36,8
oraninda S. aureus izole etmislerdir. Mpatswenumugabo ve ark. (2017)’1nin Rwanda’da 13
ciftlikten CMT ile subklinik mastitis oldugu tespit edilmis 62 sagmal inekten %51,5 oraninda
koagiilaz negatif stafilokok ve %20,6 oraninda S. aureus izole etmislerdir. Elemo ve ark.
(2017) 1nin Etiyopya’da yaptiklar1 bir ¢aligmada, mastitis oldugu CMT ile belirlenmis 251
inegin 225 tanesi subklinik mastitis teshisi konmus ve S. aureus orami %45,78 olarak
belirlemislerdir.

Baz1 ¢evresel kosullar altinda birgok S. aureus susu, gida zehirlenmelerine neden
olabilecek ¢esitli enterotoksin {iretebilir (Jergensen ve ark, 2005b). Bu toksinler,
pastorizasyon veya diger siit 1s1s1 muamelesiyle inaktive olmazlar. S. aureus, genellikle konak
spesifik olarak kabul edilmesine ragmen, zoonotik bir patojen olabilir. Bununla birlikte, yakin
zamanda metisilin direngli S. aureus'un (MRSA) inekler ve insanlar arasinda dogrudan iletimi

bildirilmistir (Juhasz-Kaszanyitzky ve ark, 2007).



1.4. Rezervuarlari ve Bulasmasi

On burun delikleri, insanlarda S. aureus'un dogal nisleridir ve mikrop ¢ogunlukla
ciltte, deri bezlerinde ve mukoz membranlarda bulunur. Saglikli insanlarin yaklagik %20'sinde
S. aureus persistent olarak burun deliklerinde kolonizeyken %70 oraninda ise en azindan
aralikli olarak bulunmaktadir. S. aureus varligi, stafilokok enfeksiyonu i¢in bir risk faktori
olarak kabul edilmektedir (Kluytmans ve ark, 1997).

Diger evcil gevis getirenlerin yani sira siit inekleri, mikrobun genellikle kisa siirede
cogalabilen ve devam edebilen bir kontaminant olarak bulundugu gegici S. aureus konakgilart
olarak dusiiniiliir. S. aureus, saglikli ineklerin hemen hemen tiim eksternal yiizeylerinden
izole edilmis olup (Matos ve ark, 1991; Roberson ve ark, 1994) genellikle tercih ettigi yer
meme derisidir (Jergensen ve ark, 2005a). S. aureus'un meme derisi lizerinde ve diger bazi
viicut bolgelerinde, birincil olarak mukozal dis deliklerde uzun siireli kolonizasyon
gozlemlenmesiyle beraber, dudak kisimlarinda kolonizasyonun devam ettigi diisiiniilmektedir
(Roberson ve ark, 1994). Bir buzaginin, dogumda annesinin genital bolgesi yoluyla S. aureus
ile ilk temas olasilig1 yiiksektir. S. aureus ahir ortaminda, ¢iftlik malzemelerinde, zeminde, toz
partikiillerinde ve yemlerde yasadigi tespit edilmesine ragmen, ¢evresel bir bakteri olarak
diistinilmemelidir (Matos ve ark, 1991).

S. aureus'un neden oldugu mastitis, bulagici mastitis i¢in planlanan kontrol
programlarinin ve yaygin enfeksiyon bulgularinin S. aureus olusumunun azaltildigina isaret
ederek (Larsen ve ark, 2000a), mastitis kaynakli suslarin ¢esitliligi diisiikk oldugu i¢in bulasici
oldugu disiiniilmektedir (Wilson ve ark, 1995). Enfekte siit, genel olarak mikrobun birincil
kaynagi olarak kabul edilir ve mastitis nedenli S. aureus'un bulasma vektorii sagim
hayvanlaridir ¢linkii siitlerin sik sik enfekte olanlarla benzer S. aureus suslariyla kontamine
oldugu gosterilmistir (Larsen ve ark, 2000a; Zadoks ve ark, 2002; Jergensen ve ark, 2005a).
Meme bolgesi, bacaklar, dirsek kisimlari ve karindaki asinmalar gibi travmatik bolgeler
genellikle S. aureus tarafindan enfekte edilir ve S. aureus'un sekonder kaynakli oldugu
distindliir.

S. aureus, klonal bir organizma olarak kabul edilir ¢iinkii popiilasyonlar, ortak atalarin
sahip oldugu genetik kodlarla iliskili suslarin gruplarindan olusur. S. aureus, horizontal gen
transferi yerine nokta mutasyonuyla daha sik ¢esitlenmektedir (Feil ve ark, 2003). Siit
ineklerinde mastitisli siitten ve farkli govde boélgelerinden izole edilen S. aureus suslar
cesitlidir (Middleton ve ark, 2002; Zadoks ve ark, 2002) ancak birgok alanda (Buzzola ve ark,
2001; Zschock ve ark, 2004) ve hatta diinya genelinde (Smith ve ark, 2005) mastitis



vakalarinin ¢ogunda suslarin kiiciik bir alt grubunun dahil oldugu kabul edilmektedir. Birgok
calismada, belirli bir siiriide genellikle smirli sayida S. aureus susuna sahip oldugunu,
genellikle bir veya birka¢ susun baskin oldugu barinaklarinda oldugu gosterilmistir ve
muhtemelen ortak bir sustan farklilasmistir (Larsen ve ark, 2000a; Sommerhaiiser ve ark,
2003; Rabello ve ark, 2007). Bu alt grubun suslarimin genetik olarak birbirleriyle iliskili
oldugu ve muhtemelen ortak bir parental sustan ayirt edildigi gosterilmistir (Smith ve ark,
2005). Buna karsilik meme basi ve meme basi derisi gibi gogiis disindaki bolgelerde tespit
edilen suslarin ¢ogu mastitis suslarindan genetik olarak farklidir ve bu suslarin sigirlarin
meme i¢i dokularini enfekte etme konusunda evrimlestigini gosterir (Zadoks ve ark, 2002).

Ayni S. aureus suslart zaman zaman siit ineklerinden ve sagim personellerinin
ellerinden identifiye edilmistir (Jorgensen ve ark, 2005a) ancak sigir mastitisinden
kaynaklanan suslar genel olarak insan suslarindan genetik olarak farkli bir kiimeyi temsil
etmektedir ve boylece konak spesifikligi durumu ortaya ¢ikmaktadir (van Leeuwen ve ark,
2005). Bu ozgiilliikk veya konak adaptasyonunun bir kismi, farkli derecelerde farkli suslarda
bulunan mobil eklenti genetik unsurlarin edinilmesi veya kaybedilmesinden kaynakli oldugu
diistiniilebilir (Fitzgerald ve Musser, 2001).

1.5. Sigirlarin Meme ici S. aureus Enfeksiyonunun Patogenezi

S. aureus nedenli enfeksiyon, konakg¢r hayvandaki mikrobun zit kolonizasyonunun
gerceklestirdigi bir durum olarak disiiniilebilir. Yangi, konak¢inin mikroba verdigi tepki,
etkilenen organlarda sisme, kizariklik, agri, sicaklik sonucu fonksiyonlarinda bozulmalar
olusur. Meme bezlerinin yangilasmasi i¢in genel terim, enfeksiydz veya non-enfeksiyoz
olabilen mastitistir.

S1gir meme bezinde S. aureus enfeksiyonunun gelisimi su agamalara ayrilabilir: meme
bezinde S. aureus'un girisi, sigir bagisiklik sistemi arasinda etkilesim, bagisiklik
savunmasindan kagma, hayatta kalma ve doku istilasi. Meme kanalina S. aureus girisi meme
ici enfeksiyonuna neden olabilmektedir ancak bu herhangi bir enfeksiyonda oldugu gibi belirli
kosullara baglidir. Bu kosullar; bakteri sayisi, mikrobun hedef dokuya varisi, susun viriilensi

ve konake1 bagisikligi olarak bilinmektedir (Projan ve Novick, 1997).

1.5.1. S. aureus'un Meme Bezine Girisi

Meme bezine, meme kanali yoluyla yeterli miktarda S. aureus bakterisinin girmesi,



dogal meme i¢i enfeksiyonunun olusmasi ic¢in gereklidir. Sigirlarin  meme ici
enfeksiyonlarinda S. aureus'un enfektif dozu tam olarak bilinmemekle birlikte, meme
kanalina bakterilerin dogrudan inflize edildigi deneysel bir modelde 10 cfu kadar kiiclik
miktarlar enfeksiyona neden olmustur (Postle ve ark, 1978). Bununla birlikte, deneysel
enfeksiyon modellerinde tiim ineklerde enfeksiyon gelismemis olup bu da S.
aureus'un daima meme bezinde yeterince ¢ogalmadigini ancak diger predispozan faktorlerin
mevcut olmasi gerektigini 6ngérmektedir (Schukken ve ark, 1999). S. aureus invazyonuna
kars1 ilk savunma mekanizmas1 meme kanalinin fiziksel bariyeridir. Sik1 bir sekilde sarilmig
meme kanali, sagim arasindaki basin u¢ kismini hizla kapatir. Meme kanal epitelyumunu
orten keratinize madde bakteri liremesini engellemesine karsin bazen diiveler S. aureus'u bu
dokuda barindirabilmektedir (Trinidad ve ark, 1990b). S. aureus'un konakg1 hiicrelere veya
ekstraselliiler matriks molekiillerine tutunmasi, kolonizasyon ve meme i¢i enfeksiyon icin
kritik bir basamaktir. Bu substantlara bagliligin, nonspesifik fizikokimyasal mekanizmalar ve
spesifik bakteriyel konake1 hiicre baglanmasi ile gergeklestigi diistiniilmektedir (Kluytmans ve
ark, 1997). Bakteri, duktuslar ve meme bezinin alveollerini kaplayan epitelyal hiicrelere
adherensine kadar siitiin fiskirarak disar1 atilmasma karsi direnir (Frost ve ark, 1977). S.
aureus, ¢ogu diger bakteri tiirlerinden sigir meme epitel hiicrelerine daha iyi adhere olur
(Frost ve ark, 1977) ve siitiin varligi adherensi arttirir (Mamo ve Froman, 1994). Baglanma
olayinda, derin epidermal hiicrelerde, keratinize epitel hiicreler gibi tam olgun hiicreler i¢in en
uygunudur (Aly ve Levit, 1987). Meme kanali hiicrelerine baglanma hiicre tiiriniin kokenine
baghidir (Sutra ve Poutrel, 1994). S. aureus 6zellikle meme bezinin tist kismindaki hiicrelere
iyi adhere olmaktadir (Frost ve ark, 1977). S. aureus ayrica bezlerin iist kisminda yayilmasini
saglayan yag globiillerine de baglanabilmektedir (Sandholm ve ark, 1989).

Meme travmalar1 S. aureus'un memedeki kolonizasyon riskini artirir. Epitel hasar,
altta yatan subepitelyal bilesenleri (fibrinojen ve kollajen) stafilokok ylizey proteinlerinin
konakg1 hiicre matriksine yapismasina aracilik etmesini saglar (Patti ve ark, 1994). S. aureus
tarafindan salgilanan ekzotoksinler de epitel hasara karisabilir. Sagim gibi kiigiik travmalar
bile S. aureus'un meme igine girmesini kolaylastirabilir. Kallus olusumu meme kanalinin
sikica kapanmasii Onlemektedir ve asir1 kalluslu meme dokusu S. aureus'a karsi daha
duyarhdir (Zadoks ve ark, 2001). Myllys ve ark. (1994b) yaptig1 bir arastirmada meme
basinda koloni olusumu, meme kanali enfeksiyonu ve meme i¢i enfeksiyonunun meme deligi
epitelyumunun kontrol bolgelerine kiyasla deneysel olarak asinmis oldugu bdlgelerde ¢ok
daha yaygin oldugu gosterilmistir. Hayvan deneyleri, yabanci cisim mevcut olmadikg¢a

kutandz veya subkutan6z enfeksiyona neden olmak i¢in ¢ok sayida canli stafilokokun gerekli



oldugunu gostermistir (Bunce ve ark, 1992). Ote yandan, yapiskan cerrahi bantlarin
cikarilmasi, epilasyon veya epitelin dis katmanlarinin zarar goérmesi gibi kiiciik travmalar
halinde, S. aureus'un insanlarda deri enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Singh ve
ark, 1971).

1.5.2. S. aureus’un Meme Bezine Kolonizasyonu

S. aureus’un ve diger bakteri tiirlerinin neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlar, meme
bezine meme kanalindan bakterilerin girisinden kaynaklanmaktadir. Bir inegin memesinin
dortte birinin enfekte olmasi genellikle diger meme bolgelerinden bagimsiz olarak bulastirilir.

Stirtilerdeki S. aureus’un ana rezervuarlari enfekte bolgeler ve meme basi derisidir
(Bramley ve Dodd, 1984). Meme ucundaki lezyonlarin varligi (¢atlaklar ve yariklar) S.
aureus’un derideki persistent kolonizasyonunu saglar. Olumsuz sagim kosullarindan 6tiirii bu
travma veya lezyonlardan kaginmak igin sagim tesislerinin vakum seviyesi ve titresim
frekansi diizenli olarak kontrol edilmeli ve ayarlanmalidir (Neave, 1971).

S. aureus esas olarak meme veya meme ic¢inde bulunurken bakterilerin bir inekten
digerine gegcisi genellikle sagim sirasinda gerceklesir. Gegisin ana vektorleri sagim
personellerinin elleri, memeyi yikamak veya kurutmak i¢in kullanilan bezler, sagim
makinesindeki vakum ayarinin ani degisimlerinden dolay1 siitiin kontamine olup meme igine
geri kagmasidir (Bramley ve Dodd, 1984). Sagimin S. aureus iletimindeki rold, sagim
sirasindaki hijyenik oOnlemlerin meme deligi kontaminasyonunda ve dolayisiyla siiriiler
halinde yeni S. aureus kaynakli meme igi enfeksiyon oraninda belirgin bir azalmaya yol
a¢masiyla dogrulanir (Neave, 1971; Kingwill, 1981).

Meme deligi, S. aureus tarafindan kontamine edildiginde, bakteriler persiste olup
cogalabilir (Bramley ve ark, 1979) ve daha sonra progresif kolonizasyon ile 6zellikle sagimin
sonunda darbe olgulariyla meme kanalina girebilir (Anderson, 1983). Meme kanalinin
kolonizasyonu ve meme bezine kontaminasyonu i¢in gerekli 6n adim gibi goriinmektedir
(Forbes, 1969). S. aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar, Corynebacterium bovis ve
Streptococcus agalactiae ile birlikte (Du Preez, 1985), keratinize epitelyal hiicrelere adhere
oldugu meme kanalindan en sik izole edilen mikroorganizmalardir (Williams ve Mein, 1985).
Meme kanalina kolonize olan bakterilerin meme basi siniislerine ne kadar yakin olduklar1 gz
Oniline alindiginda, meme enfeksiyonu riski o kadar yiiksektir (Prasad ve Newbould, 1968).

Bu bakterilerin siit ile temasi, meme i¢i basing arttik¢a (sagim Oncesi veya inek yiirlirken,



yatarken veya ayaga kalkarken) ve meme basini kanalize ederken sagimdan sonra meme

siniisiine aktarimina izin verebilir (Anderson, 1982; Anderson, 1983).

1.5.3. Meme Bezine Adhezyonu

Birka¢ calismada az miktarda bakterinin meme basi kanali vasitasiyla meme igi
infiizyonuyla deneysel S. aureus kaynaklt meme i¢i enfeksiyonlarini indiiklemenin miimkiin
oldugunu gostermistir (Postle ve ark, 1978). Bu gozlemler, siitiin kazein ve laktozu hidrolize
edebilen S. aureus’un gelismesi i¢in iyi bir besiyeri oldugunu ve meme bezinin enfeksiyona
kars1 dogal savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugunu gostermektedir. Bakterinin ylizey
ozellikleri, konak-bakteri iliskisinde dnemli bir rol oynamaktadir. S. aureus kaynakli meme
ici enfeksiyonu esnasinda, ylizey bilesenleri konak¢r meme dokularina bakteri adhezyonuna

ve siit hiicreleri tarafindan fagositoz direncine katilir (Smith, 1977).

1.5.3.1. Adhezinlerin rolii

S. aureus’un meme bezine kolonizasyonunun ilk adimi, epitel hiicrelerine yapigmaktir.
Staphylococcus aureus’un sigir meme epitel hiicrelerine in vitro yapigsmasi baslangigta Frost
(1975) tarafindan gosterilmis olup sonrasinda diger arastirmacilar tarafindan dogrulanmistir
(Opdebeeck ve ark, 1988). Bu fenomen, sus ¢esitliligi ve hiicrelerin kokeni ile degismektedir.
Susun yapiskanlik kabiliyeti, ayn1 inegin epitelyal hiicrelerine farkli bolgelerden gelir fakat
farkli ineklerin memelerinden geldiginde bu suslar ¢ok az farklilik gosterir (Frost ve ark,
1977; Wanasinghe, 1981a). Laktoferik kanallarin epitel hiicrelerine S. aureus’un baglanmasi,
deneysel olarak enfekte olmus meme bezlerinin kesitlerinin mikroskobik olarak
incelenmesiyle in vivo olarak teyit edilmistir (Gudding ve ark, 1984). S. aureus’un meme
epitel hiicrelerine yapismasinin mekanizmalar1 iyi bilinmemektedir. Iki tiir etkilesim sz
konusudur: 1) nonspesifik fizikokimyasal etkilesimler ve 2) bakteri hiicre duvariyla iligkili
reseptorler ve konakei bilesenler arasindaki spesifik etkilesimler.

Sigirlarin meme i¢i enfeksiyonlarindan izole edilen S. aureus’larin ¢ogu sustan susa ve
kiltiir ortam1 ile degisen yiiksek bir ylizey hidrofobisine sahiptir (Jonsson ve Wadstrom,
1984; Mamo ve ark, 1987). Bu yiizey karakteristigi, hiicre zar1 ile hidrofobik etkilesimler
yoluyla bakterilerin konakg1 hiicrelere fikzasyonunu kolaylastirabilir. Ustelik S. aureus,
kollajen ve fibronektin gibi (Holderbaum ve ark, 1986) konake¢i hiicre disi proteinleri

baglayabilir (Kuusela, 1978). Insan kdkenli suslarda invazivlik, in vitro suslarda sistemlerde



adhezyon ve fibronektin baglayici reseptorleri olan fibronektin (Fn) reseptorlerinin kantitatif
ekspresyonu arasindaki iliski bildirilmistir (Proctor, 1987). S. aureus’un Fn baglayict
reseptorii, 200 kDa’lik bir protein olarak tanimlanmistir (Froman ve ark, 1987). Aslinda,
yapisal olarak baglantili iki adet Fn baglayici proteini kodlayan birbirine bagli genler yakin
zamanda tanimlanmis ve aminoasit homolog birimleri bu proteinlerin Fn baglayic1 alani
olarak tanimlamistir (Jonsson ve ark, 1991). Kollajen ve Fn i¢in reseptorler, sigir meme igi
enfeksiyonundan izole edilen suslar lizerinde gosterilmistir (Mamo ve Froman, 1994).
Bununla birlikte, meme i¢i enfeksiyonlar1 sirasinda S. aureus’un viriilensinde fibronektin
baglayici protein olarak bilinen Fnbp’nin rolii kesin olarak gosterilmemistir. Molekiiler
biyoloji bu noktayr netlestirmek icin araglar saglayabilir. Fnbp’yi kodlayan genlerin tiim
dizileri 1y1 belirlendiginden (Jonsson ve ark, 1991), fibronektin baglama yeteneginden yoksun
mutantlar1 bolgeye 6zgli mutagenez yoluyla izole etmek miimkiin olacaktir. Bu mutantlar, in
vitro olarak meme hiicrelerine adhezyonu ve ineklerde deneysel meme i¢i enfeksiyonlar1 gibi
deneylerde kullanilabilir. Hidrofobik etkilesimler ya da konak¢i bilesenlerinin protein yapida
olmas1 dikkat cekicidir. Bakteri ilk olarak proteolitik enzimlerle muamele edildiginde S.
aureus’un duktuler hiicrelerine in vitro olarak adhezyonu engellenir (Wanasinghe, 1981b). Bu
enzimler ayni zamanda yiizey hidrofobikligini (Jonsson ve Wadstrom, 1984) ve S. aureus’un
kollajen (Holderbaum ve ark, 1986) ve Fn’yi baglama yetenegini de diisiirmiistiir (Mamo ve
ark, 1987). Son zamanlarda, Lindahl ve ark. (1990) sigir meme igi enfeksiyonundan izole
edilmis bir S. aureus susundan 145 kDa’lik bir hiicre duvari ile baglantili proteini
saflastirmiglardir. Bu bilesen, inek siitli yag globiillerinin ve meme epitel hiicrelerinin
membran proteinlerine baglanma yetenegine sahiptir.

Enfeksiyonun erken evrelerinde, epitel hiicrelerine adhezyon, S. aureus’un sagim
esnasinda meme bezinin disina ¢ikmasini dnleyebilir. Sonrasinda, S. aureus yag globiillerine
adhere olarak meme bezinde yayilabilir (Sandholm ve ark, 1989) ve daha sonra bezin farkli
seviyelerindeki, yani meme basi siniis ve laktiferik siniis ve kanallardaki epitel hiicrelerine

tutunabilir (Frost ve ark, 1977).
1.5.3.2. Antifagositik faktorlerin ekspresyonu

Meme bezinin S. aureusenfeksiyonuna karst ana savunma mekanizmasi
polimorfniikleer notrofil 16kositler tarafindan olusturulan fagositozdur (Paape ve ark, 1979).

Schalm ve ark. (1976) atin, anti-inek 16kosit serumunun kesintisiz intravendz enjeksiyonu ile

ndtropeni indiiksiyonunun, S. aureus kaynaklt meme i¢i enfeksiyonun subklinikten akut
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gangrendz forma doniismesine yol actigin1 gostermistir. Dahasi, Postle ve ark. (1978) siitteki
somatik hiicre sayis1 6x10° hiicre/ml’den fazla olan bolgelerde deneysel S. aureus kaynakli
meme i¢i enfeksiyonunu indiiklemede basarisiz olmustur.

Saglikli bolgelerde siitteki somatik hiicre sayis1 genellikle 10° hiicre/mI’den azdir.
Meme bezi enfeksiyonu, cogunlukla polimorfniikleer olan 16kositlerin, meme paransimi
yoluyla siit i¢gine akisina yol acar. S. aureus ile deneysel meme i¢i inokiilasyondan sonra siitiin
somatik hiicre sayisi, inokiilasyondan 1-3 saat sonra artmaya baslar ve 24-48 saat icerisinde
birka¢ milyon hiicre/ml’ye ulasabilir (Heald, 1979; Gudding ve ark, 1984).

Bakterilerin polimorfniikleer 16kositler tarafindan fagositozu, bakterilerin taninmasi,
sindirilmesi ve hiicre i¢i yikimini igerir. Polimorfniikleer l6kositlerin membran reseptdrleri,
lektin-karbonhidrat benzeri etkilesimler yoluyla nonspesifik bakteri yiizey komponentlerini
baglayabilir ancak bakterilerin taninmasi1 ve ardindan polimorfniikleer 16kositlerin
aktivasyonu, opsoninler tarafindan aracilik edildiginde c¢ok daha etkilidir. S. aureus’un
opsonizasyonu, 0zellikle peptidoglikan epitoplarina spesifik olan antikorlar1 ve komplemanin
C3b bilesenini igerir (Peterson ve ark, 1978). C3b bileseni, peptidoglikan ya da teikoik asit
gibi S. aureus’un yiizey bilesenleri tarafindan dogrudan (Wilkinson ve ark, 1978) ya da
peptidoglikan ile spesifik antikorlar, 6zellikle IgG izotipi arasindaki bagisiklik kompleksleri
tarafindan klasik ya da alternatif yollarla komplemanin aktivasyonu ile iretilir (Peterson ve
ark, 1978). Bakteri iizerindeki immunglobulinlerin (C3b ile iligkili olsun ya da olmasin)
antikor bolgeleriyle fikze edilmesi ve polimorfniikleer 16kosit yiizey reseptorleri lizerindeki
Fc fragmenti tarafindan polimorfniikleer 16kositler ile bakteri alimini aktive eder.
Ruminantlarda, polimorfniikleer 16kositler {izerindeki Fc membran reseptorlerinin ¢cogu IgG2
izotipine spesifiktir (McGuire ve ark, 1979).

Saglikli bir meme bdlgesinin siitii, diisiik seviyedeki opsoninler, komplementler
(Poutrel ve Caffin, 1983) ve immunglobulinlere sahiptir (Butler, 1983). Opsonizasyona
katilan ana izotip olan IgGgz, 6zellikle siit igeriginde diisiiktiir. S. aureus kaynakli meme igi
enfeksiyonu sirasinda meme bezinin yangist hem polimorfniikleer 16kosit takviyesini hem de
meme paransimi yoluyla siit icine plazma eksudasyonunu igerir. Boylece siitteki IgGi, 19G2
ve kompleman konsantrasyonu artar (Caffin ve Poutrel, 1988). Bununla birlikte bu yangi
bakterilerin tamamen yok edilmesiyle sonuclanmaz, yalnizca enfeksiyonun kismen kontrol
altinda bakterilerin cogalmasi ve memedeki savunma arasindaki dengeyi yansitan kronik bir
subklinik forma dontisiir. Bu denge, bir yandan polimorfniikleer 16kositleri ile kazein ve yag

globiillerinin sindirimi nedeniyle disiik fagositoz etkinligi (Paape ve Wergin, 1977) ve S.
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aureus’a spesifik opsonize antikorlarin diisiik seviyesine ve diger taraftan S. aureus’ta
bulunan protein A ve kapsiil liretimiyle agiklanabilir.

Protein A: Stafilokokkal protein A (SpA), bakteriyel hiicre duvari yiizeyine
baglanmistir ve Fc fragmenti tarafindan sayisiz memeli tiirtinde IgG’yi baglama yetenegine
sahiptir (Forsgren ve ark, 1983).

Dossett ve ark. (1969) SpA’nin S. aureus’un fagositozunu inhibe ettigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte, bu antifagositik etki hem antikorlarin hem de komplementin
goreceli olarak varligma bagh goriinmektedir. insan IgG eksikligi bulunan serum varliginda
yiiksek SpA {ireten suslarin opsonizasyonu, diisiik seviyede iireten suslardan daha etkilidir,
tersi opsoninler olarak normal insan serumu veya saflastirilmig IgG ile gézlenmistir (Dossett
ve ark, 1969; Peterson ve ark, 1977).

Ineklerin meme ici enfeksiyonlarindan izole edilen suslarin %50-60’1nda tespit edilen
SpA (Poutrel ve Ducelliez, 1979), inek 1gG: ile kuvvetli reaksiyon gosterebilir ancak IgGy ile
zayif reaksiyona girer (Goudswaard ve ark, 1978). Saglikli bir meme bdlgesinin siitiinde,
opsonizasyondaki onemli bir izotip olan IgG2 konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir. Sonug¢ olarak
SpA, S. aureus viriilensinde en azindan ineklerin meme i¢i enfeksiyonunun erken evrelerinde
kiiglik bir rol oynayabilir. Postle ve ark. (1978) S. aureus suslarinda (galisilan 12 sus) SpA
miktart ve ineklerde deneysel patojenite arasinda onemli derecede negatif bir korelasyon
raporlamiglardir.

Kapsiil: Kapsiil, hiicre duvarin1 orten bir polisakkarit tabaka olarak tanimlanir
(Wilkinson, 1983). Hint miirekkebi varliginda 151k veya elektron mikroskobisiyle
gozlemlendiginde bakterileri ¢evreleyen beyaz bir tuz kristali gibi goriinmektedir (Melly ve
ark 1979). Kapsiillii S. aureus suslari, serum soft agarda (SSA), %1 normal tavsan serumu
iceren bir ortamda daginik koloniler iiretirken, kapsiilsiiz suslar kompakt koloniler iiretir
(Yoshida ve Ekstedt, 1968). 1ki c¢alisma (her biri yaklasik 800 sus ile), insan
enfeksiyonlarindan izole edilen S. aureus suslarinin sadece %5’inin Hint miirekkebi ve SSA
teknikleri tarafindan tanimlanan mikroskobik bir kapsiil iirettigini gostermistir (Yoshida ve
ark, 1970; Smith ve ark, 1971).

Ineklerin meme i¢i enfeksiyonlarindan izole edilen S. aureus suslarinda kapsiil varlig:
cok tartisilan bir konudur. Anderson (1984) ve Rather ve ark. (1986) suslarin 151k
mikroskobisinde kapsiil gdzlenmesinde basarisiz  olmuslardir. Ineklerin meme igi
enfeksiyonlarinin suslarinda kapsiil olmadigi (Anderson 1984) veya bu suslarin kapsiil ve
stimiiksii yap1 iliretmedigi (Rather ve ark, 1986), bir polisakkarit bileseni bakteri yiizeyine
gevsek sekilde bagli oldugu sonucuna varmislardir. (Wilkinson, 1983).
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Watson’in Avustralya’daki ekibi, inek veya koyunlarin meme i¢i enfeksiyonlarindan
izole edilen S. aureus suslarinin, koyunlarin periton boslugunda in vivo olarak
gelistirildiginde psodokapsiill olarak adlandirdiklar1 ylizeysel bir bilesen iirettigini
gozlemlemistir (Watson, 1982). Yalanci kapsiil, bakteri yiizeyi ile iliskilidir ancak 151k
mikroskobisiyle goriinemez ve bu nedenle klasik bir kapsiil olarak siniflandirilmaz. Watson
ve Watson (1989) elektron mikroskobisinde psddokapsiiliin meme i¢i enfeksiyonu sirasinda in
vivo olarak tretildigini ve S. aureus’un inek, koyun veya kegi siitii peyniralti suyunun
bulundugu siv1 besiyeri igerisinde yetistirildiginde in vitro olarak iiretildigini gostermistir.
Yalanci kapsiil tlireten suslar fareler i¢in daha ¢ok viriilenttir ve polimorfniikleer 16kositler
tarafindan fagositoza karsi daha yiiksek bir dirence sahiptir (Watson, 1982). ineklerin veya
koyunlarin yalanci kapsiil lireten bir susla agilanmasi, serumdaki yalanci kapsiiler antikorlari
indiiklemis olup asilanmis hayvanlarin S. aureus tarafindan deneysel enfeksiyonlara karsi
direncini artirmistir ve klinik belirtilerin ve siit iiretiminin ciddiyetiyle degerlendirilmistir.

Insan enfeksiyonlarindan izole edilen S. aureus suslarinin, 11 farkli serotipe ait
kapsiiler polisakkaritiirettigi gosterilmistir (Sompolinsky ve ark, 1985). Tavsan poliklonal
serumu (Sompolinsky ve ark, 1985) veya fare monoklonal antikorlari ile yapilan birgok
serolojik aragtirmalar (Hochkeppel ve ark, 1987; Fournier ve ark, 1987a), insan kaynakli
suslarin %70-80’inin 5 ve 8 olmak tizere iki serotipe ait oldugunu gostermistir. Tip 5 ve tip 8
kapsiiler polisakkariti (Fournier ve ark, 1987b), bakteri yiizeylerinde elektron mikroskobisi ile
altin etiketli monoklonal antikorlarla saflagtirilmis, gorsellestirilmis ve kimyasal yapilari
tanimlanmis olup (Vann ve ark, 1988) N-asetil fukosamin ve N-asetil mannuronik asidin O-
asetil gruplar ile heteropolimerlerinin yeri serotipe gore degismektedir (Hochkeppel ve ark,
1987). Kapsiiler polisakkarit iireten suslar 1siyla inaktive edilmis normal insan serumu
varliginda insan polimorfniikleer 16kositleri tarafindan in vitro fagositoza direnclidir ancak bu
direng kapsiiler polisakkarit spesifik tavsan serumu veya fare monoklonal antikorlarmin

varhiginda bastirtlir (Karakawa ve ark, 1988).

1.5.3.3. S. aureus yiizey bilesenlerinin in vivo ekspresyonunun kuramsal Kinetigi

Yiizey bilesenlerin ekspresyon kinetigi arastirllmamis olsa da, enfeksiyonun ilk
evrelerinde S. aureus, meme epiteline ve siit yag globiillerine adhere olmasina izin veren
hidrofobik yiizey proteinleri, 6zellikle de konak bilesenleri igin reseptor lirettigi varsayilabilir
ve boylece bezde dissemine olur (Jonsson ve Wadstrom, 1984; Mamo ve ark, 1987; Lindahl

ve ark, 1990). Sonrasinda, siite maruz birakma sirasinda S. aureus, opsoninler araciliginda
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bakteri ve polimorfniikleer 16kositlerinin etkilesimlerini bozarak fagositozu dnleyen kapsiiler
polisakkariti (Wilkinson, 1983) veya hidrofilik yapisiyla dnleyebilir (Van Oss, 1978). Meme
i¢ci enfeksiyonu sirasinda S. aureus tarafindan kapsiiliin ekspresyonu, enfekte edilmis meme
bezlerinden elde edilen siitte monoklonal antikorlarla, ELISA ile kapsiiler polisakkaritin
saptanmasi (Sutra ve Poutrel, 1990) ve anti kapsiillii S. aureus antikorlart ile kapli manyetik
partikiiller ile meme i¢i enfeksiyonlu siit Orneklerinden ayrilan elektron mikroskobi

calismalariyla agik olarak gosterilmistir (Johne ve ark, 1989).

1.5.4. Meme Bezinde Olusan Patolojik Degisiklikler

Stapylococcus aureus kaynakli meme igi enfeksiyonu siklikla genel (ates ve anoreksi)
ve lokal (meme basinda tikaniklik ve sertlik) klinik bulgular1 olan akut bir fazdan baslar.
Bundan sonra, enfeksiyon genellikle sporadik klinik vakalarla kronik ve subklinik olarak
ortaya ¢ikar. Akut gangren6z meme i¢i enfeksiyonu, hizli ve biiyilkk miktarda bakteri
cogalmasi ile karakterizedir ve enfekte olan bolgenin nekroze olmasi ineklerde nadir goriiliip
kegi ve koyunlarda sik goriiliir (Anderson, 1982).

S. aureus enfeksiyonu sirasinda meme bezinin patolojik degisiklikleri ya dogal olarak
enfekte olmus (Sordillo ve ark, 1989) ya da meme kanali ve paransim yoluyla deneysel
bakteri inokiilasyonu (Nickerson ve Heald, 1981; Gudding ve ark, 1984) ile mikroskobik
incelenmeyle arastirilmistir (Heald, 1979). Farkli histolojik lezyonlar bildirilmistir: 1) Erken
iilserasyon, laktifer siniis ve duktuler epitel erozyonu, 2) Meme epitelini laktifer kanallara ve
glandular alveollere caprazlayan makrofajlar ve polimorfniikleer 16kosit ile paransim
konjuktiva dokusunun infiltrasyonu, 3) Salgi aktivitesinin basit bir azalmadan total hiicre
lizisine kadar degisen siddette alveoler salg1 epitelyum hiicrelerinin lezyonlari, 4) Alveollerin
biiziilmesi, konjoktiv dokunun ¢ogalmasi, epitelyal hiicrelerin ve polimorfniikleer 16kositlerin
parcalanmast sonucunda glandular alveollerde hiicresel parcalarin birikmesi. Bu fenomen
alveollerin okliizyonuna ve bakterilerin sikismasina neden olabilir. Ortaya ¢ikan enfeksiyon
odag1 bezin diger bolgelerine bulasan bakterileri serbest birakabilir veya bir graniiloma
doniisebilir (Anderson, 1983). Deneysel olarak S. aureus inokiile edilen fare meme
bezlerindeki ultrastriiktiirel bir calismada, bakterilerin  epitel salgi hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunabilecegini ortaya koymustur (Chandler ve ark, 1980).

Bakteriler her zaman zarar gérmiis epitel veya dokuda mevcut degildir. S. aureus
tarafindan tretilen toksinlerin ve enzimlerin siit icinde dagilabildigi ve kendi hazirlanig

yerlerinden uzakta hareket edebildigi goriilmektedir. Ayrica, lize olmus polimorfniikleer
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l6kositler tarafindan salinan lizozomal enzimler, meme bezi epitelyumunun degismesine
katkida bulunabilir (Nickerson ve Heald, 1981).

Anderson (1982; 1983), stafilokokkal meme ic¢i enfeksiyonlarinin dinamik dogasini
vurgulamistir. Patolojik degisiklikler bezin degisken alanlarini gesitli siddet derecelerinde
etkiler. Enfeksiyonun subklinikten klinik forma doniismesi, bezin igerisindeki bakterilerin
yayilmasini aksettirebilir fakat bu durum lokal savunma mekanizmalarinin etkinligine

baghdir.

1.5.4.1. Toksinlerin rolii

S. aureus alfa, beta, gama ve delta toksin olmak {izere dort hemolitik toksin iiretebilir.
Alfa ve beta toksinleri, S. aureus viriilensinde énemli bir rol oynamaktadir. Ineklerin meme
i¢i enfeksiyonlarindan izole edilen suslarin %20-50’si tarafindan iiretilen alfa toksini (Elek ve
Levy, 1950), hiicre zarma baglanan ve sitoplazmik komponentlerin bir sonucu olarak hiicre
Olimiine yol acan hekzamerik porlar olusturan bir sitolizindir (Bhakdi ve Tranum-Jensen,
1991). Bir tip sfingomyelinaz C olan beta toksin ise, bu suslarin %75-100’linde iiretilir
(Poutrel ve Ducelliez, 1979).

Onceki yapilan arastirmalar keci, koyun ve ineklerin alfa ve beta anatoksinlerin bir
karisimi ile sistemik olarak asilanmasinin, alfa ve beta toksinlerine 6zgii serum antikorlarinin
indiiklenmesine yol agtigin1 gostermistir (Plommet ve Le Gall, 1963). Anatoksinlerle yapilan
asilama deneysel S. aureus kaynakli meme i¢i enfeksiyonunun ortadan kaldirilmasina yol
agmamakta Ozellikle kii¢iik ruminantlarda klinik olarak enfeksiyonun siddetinin azalmasina
neden olmaktadir. Bu etki, meme yangisi sirasinda kandan siite akan antitoksin antikorlar ile
toksin noétralizasyonuna atfedilebilir (Adlam ve ark, 1981). Le Gall ve Plommet (1965),
asilanmamig koyunlarda deneysel S. aureus kaynakli meme i¢i enfeksiyonunun siddetinin kan
antitoksin antikor titresi ile ters orantili oldugunu gozlemlemislerdir. Benzer sekilde,
ineklerde kan antitoksin titresi yasla birlikte artarken, klinik S. aureus kaynakli meme igi
enfeksiyon insidensi azalmaktadir.

Inek siitii 6rneklerinden izole edilen S. aureus suslarinin ¢ogu, in vitro sartlar altinda
16kosidin iirettigi gdzlenmistir (Loeffler ve ark, 1988). Iki ayr1 ve sinerjik F ve S bileseninden
olusan bu toksin (Woodin, 1972), ineklerdeki polimorfniikleer 16kositler iizerinde sitolitik
etkiye sahiptir (Loeffler ve ark, 1986). Dahasi, kronik S. aureus kaynakli meme igi
enfeksiyonlu ineklerin, enfekte olmamig hayvanlara kiyasla, serum ve siitte 6nemli miktarda

anti-16kosidin antikor titrelerine sahip olduklar1 gésterilmistir (Loeffler ve Norcross, 1985).
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TSST-1’in insan mononiikleer hiicreleri tarafindan gama interferon ve interloykin 1
gibi yangisal faktdrlerin  salmimim  indiikledigi  bilinmektedir. Inek meme igci
enfeksiyonlarindan izole edilen 262 S. aureus izolatina iliskin yapilan bir ¢alismada,
izolatlarin %20’sinin TSST-1 {rettigi ve genellikle enterotoksin C ve D ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Kenny ve ark, 1993).

1.5.4.2. Ekstraselliiler enzimlerin ve koagiilazin rolii

S. aureus, ineklerin meme i¢i enfeksiyonunun patogenezinde rol oynayan
hyaluronidaz, fostataz, niikleaz, lipaz, katalaz, stafilokinaz ve proteazlar gibi sayisiz hiicre dis1
enzimler iretir (Arvidson, 1983). S. aureus’un siitte hizla ¢ogalma yetenegi muhtemelen
viriilensinin Onemli bir bilesenidir. Enzimler, S. aureus’un metabolizmalar1 igin siitteki
substratlar1 kullanmasina ve dolayisiyla siite adapte olmasina ve gelismesine izin verebilir.
Bununla birlikte, meme dokusunun degismesinde stafilokokkal enzimlerin tutulumu agik bir
sekilde gosterilmistir (Anderson, 1976).

Koagiilazin S. aureus viriilensindeki rolii, ¢ogunlukla fareler lizerinde arastirilmistir.
Saflastirilmis koagiilazin fare meme bezine enjekte edilmesi, polimorfniikleer 16kositlerin
meme epitelinin hiperplazisine ve sekretorik alveollerin akisina sebep olur (Anderson ve ark,
1982). Koagiilaz kaybi, fare meme bezinde belirgin bir viriilens azalmasina neden olmakla
birlikte koagiilaz negatif mutant suslar orta derecede bir meme degisikligine neden olurken,
parental sus generalize bir nekroza yol agmaktadir. Koagiilazin nekrotizan aktivitesi olmadigi
i¢cin bu gozlemler koagiilaz ve alfa toksinin sinerjik etkisini ortaya koymaktadir (Anderson ve
ark, 1982). Bununla birlikte, Phonimdaeng ve ark. (1990) bu sonuglarin boélgeye Ozgii
koagiilaz mutantlar: ile teyit edilmesinde basarisiz olmuslardir. Bu, daha onceki bulgularin
diger viriilens faktorlerini kodlayan genler iizerinde ilave mutasyona sahip suslarla elde
edildigini ortaya koymaktadir (Kinsman ve ark, 1981). S. aureus suslarinin hiicre duvarinda
bulunan &nemli protein yapilardan birisi “clumping faktér” (bagh koagiilaz)diir. Insan ve
hayvanlarda stafilokok infeksiyonlar1 cogunlukla koagiilaz pozitif etkenler tarafindan
olusturulmaktadir. Stafilokok tiirlerinin, hayvanlarda neden oldugu klinik tablolarin baginda
septisemi ve irinli yara infeksiyonu gelmektedir. Ayrica mastitislerin en genel etkenidir.
Koagiilaz, patojenite ile iliskili onemli bir faktordiir. Koagiilaz pozitif S.aureus ve
Staphylococcus intermedius ve koagiilaz degisken Staphylococcus hyicus evcil hayvanlar igin

onemli tiirlerdir. Koagiilaz negatif stafilokoklar genellikle diislik virulense sahip olmalarina
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karsin, bazilart insan ve hayvanlarda hastaliga neden olurlar (Diker ve ark, 2011).

1.5.5. S. aureus ve Sigir immun Sistemi Arasindaki Etkilesim

Meme kanalinin ikinci savunma hatti, meme kanalinda bulunan siitteki immun
hiicrelerini (nétrofiller, makrofajlar, dogal katil hiicreler ve dendritik hiicreler) ve humoral
faktorleri (laktoferrin, lizozim, laktoperoksidaz, protein A ve komplement) iceren dogal
bagisiklik sistemini igermektedir (Rainard, 2003; Rainard ve Riollet, 2003). Bakteriyel
kolonizasyon, bakterilerin tetikledigi sitokin iiretimine cevap olarak, Oncelikle
polimorfniikleer ndtrofiller olmak {iizere somatik hiicrelerin akisini saglar. Lokositler
tarafindan fagositoz ve oldiirme, S. aureusenfeksiyonuna karsi konak¢1 savunmasinda basrol
oynamaktadir. S. aureus tarafindan salgilanan siiperantijenler gibi ¢ok sayida ekzoprotein
fagositozu etkileyebilir. Fagositozan hiicreler, T hiicrelere sunmak igin yutulan stafilokoklari
veya Tlriinlerini yilizeylerindeki MHC-2 molekiilleri ile birlikte eksprese eder. Notrofillerin
birikimi ve kapsiil olusumu siklikla S. aureus tarafindan enfekte olmus bez bdlgelerini
gevreler ve bakteriler furunkuller ve apseler i¢inde korunurlar. S. aureus konak¢i savunma
mekanizmalarindan ve antimikrobiyellerin etkilerinden korunup konakgi hiicre i¢i 6ldiirme
etkisinden ka¢ip hayatta kalabilir (Mullarky ve ark, 2001). S. aureus hiicre i¢i bir
mikroorganizma olarak kabul edilmekle birlikte sigir meme epitel hiicrelerinin i¢inde de
replikasyonu kanitlanmigtir (Almeida ve ark, 1996). Hiicre igi ortamda, S. aureus nutrisyonel
strese maruz kalsa da hayatta kalabilir. S6zde kii¢iik koloni varyantlari, yavas¢a cogalir ve
degismis metabolizmaya bagli olarak tipik koloni morfolojisine sahiptirler ancak enfektif olup
antimikrobiyel maddelere karst oldukca direncglidirler. Salgilanan sitolitik toksinler, S.

aureus'un hiicre i¢i ortamdan salinmasina izin verir (Brouillette ve ark, 2004).

1.6. S. aureus'un Viriilens Faktorlerinin Meme i¢ci Enfeksiyonundaki Rolii

En dar tanima gore bir viriilens faktorii, homojen hale getirildiginde ve bir deney
hayvanina verildiginde patojenik bir etki yaratan maddelerdir. Bu tanimlama kullanilarak,
baglanma ile ilgili faktorlerin viriilens faktorleri oldugu diisiiniilmelidir. En genis anlamda ise
bakteriyel sitoplazmada iiretilen, evcil bir organizma i¢inde veya iizerinde, non-simbiyotik
olmayan bir sekilde yasamaya izin veren herhangi bir faktor viriilens faktorii olarak kabul
edilir (Projan ve Novick, 1997). S. aureus, bakterinin dkaryotik membranlara yapismasina,

fagositoza direnmesine, Okaryotik hiicrelerin parcalanmasimna ve bir dizi konake1
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immunmodiilator molekiillerin iiretimine neden olmasina izin veren ¢ok sayida viriilens
faktorli tretebilir. Mastitisten izole edilen sigir suslar1 arasinda, en fazla enterotoksinler
(Aarestrup ve ark, 1999; Tollersrud ve ark, 2000; Larsen ve ark, 2000b) veya bu toksinleri
kodlayan genler arastirllmistir (Salasia ve ark, 2004; Zschock ve ark, 2004; Srinivasan ve ark,
2006). Bir¢ok calisma, sigirlarda S. aureus'un viriilensinin suslar arasinda farklilik
gosterdigini one siirse de bu fenomende spesifik viriilens faktorlerinin muhtemel rolii tam

olarak anlasilamamustir (Zadoks ve ark, 2000; Larsen ve ark, 2000a).

1.6.1. Viriilens Faktorlerin Kontrolii ve Ekspresyonu

S. aureus’un viriilens faktorleri, bakteri hiicre boliinmesi ve gelismesi i¢in gerekli
degildir ve bunlarin bircogunda sadece bazi kosullar gereklidir. Viriilens faktorlerinin
kesintisiz olarak salgilanmasi mikroorganizma igin pratik degildir. Bu nedenle, S. aureus
yiizey proteinlerinin ve ekzoenzimlerin ekspresyonu, bakteri iiremesi ve c¢evresel uyaranlar
evresine bagli olarak koordine edilmis bir siiregtir (Horsburgh, 2008). Koordinasyon, sar
lokusu (stafilokokkal yardimeci regiilatorii), agr lokusu (yardimci gen regiilatorii) ve sae
lokusu (stafilokokkal yardimci element) gibi {i¢ bilesenli regiilator sistemlerin iyi karakterize

edilmis global diizenleyici unsurlariyla yapilir (Fournier, 2008).

1.6.2. Enfeksiyonun Olusmasinda Rol Oynayan Toksinler

S. aureus kollajen, elastin, fibrinojen, fibronektin, kemik siyaloproteini, laminin ve
trombospondin gibi ¢esitli hiicre yiizey proteinlerine baglanmaya aracilik ettigi gosterilen
birgok adhezin tretebilir (Foster ve Hook, 1998). Bu proteinlerin ligasyonu, S. aureus’un
dokulara kolonize olmasini ve enfeksiyonu baslatmasini saglar (Patti ve ark, 1994; Brouillette
ve ark, 2004). Fnbp’lerin hiicre invazyonuna karistigi (Dziewanowska ve ark, 1999),
fibronektin ve fibrinojen vasitasiyla trombositlere yapismasina aracilik ettigi gosterilmistir
(Heilmann ve ark, 2004). S. aureus okaryotik hiicreleri ve fagositozan hiicreleri istila edebilir
ve boylelikle antibiyotikler bu hiicre i¢i bakterilere erisemezler (Balwit ve ark, 1994). Bu
istilada, S. aureus konakg1 hiicre yiizeyi lizerinde yiizeysel olarak eksprese edilen Fnbp’leri
(Lammers ve ark, 1999) ve a1B5-integrinini kullanir (Sinha ve ark, 1999).

S. aureus plastik malzemelerin polimer ylizeylerine yapisabilir, mikrokoloni
olusturabilir ve bakterileri kaplayan bir biyofilm olusturup ekstraselliiler siimiiksii madde

veya glikokaliks tiretebilir (Donlan ve Costerton, 2002). Fnbp’lerin, tibbi cihazlardaki
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fibronektin ile kaplanmis ylizeylere c¢ift mutantlarin yapisamadigr gosterilmistir. Dahasi,
Fnbp’lerin yakin gegmiste biyofilm olusumuna aracilik ettigi gosterilmistir (O’Neill ve ark,

2008).

1.6.2.1. Panton-Valentine lokosidin

Iki komponentli gdzenek olusturan toksinler, ayn1 zamanda l6kosidinler veya
l6kotoksinler olarak adlandirilip, fagositlerin etkili katilleridirler (Alonso ve Torres, 2014). S-
altbiriminin, hiicre yiizeyindeki spesifik proteinli bir reseptére baglandigi iki monomer
halinde S ve F bilesenleri olarak salinirlar. F bileseninin daha sonra alinmasi ve doniisiimlii S
ve F bilesenlerinin oligomerizasyonu sonucunda hiicre zarinda oktamerik goézeneklerin
olugsmasi sonucu hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Yamashita ve ark, 2014). S. aureus’un
16kotoksik etkisine ilave olarak, iki komponentli l6kosidinler ile sinerjik olarak hareket
edebilen (6rnegin; gozenek olusturan alfa toksin, sfingomyelinaz, fenol ¢oziicii modiilinler)
(Otto, 2014) 16kositleri 6ldiirme amagh birkag faktor daha salgilarlar (Munoz-Planillo ve ark,
2009). S. aureus’a karsi ilk savunma hattinda fagositler 6nemli efektor hiicrelerdir (Rigby ve
De Leo, 2012) fakat S. aureus Ilokosidinlerinin, fagositlerin segici olarak oldiiriilmesi
konakg¢inin hayatta kalmasi igin zararli oldugunu gostermistir (Reyes-Robles ve ark, 2013;
Spaan ve ark, 2014). Biiyiikkbas hayvanlarin mastitisinde, hizli nétrofil istihdami, S. aureus
enfeksiyonlarini sinirlamak i¢in kilit 6nem tasimaktadir (Rainard ve Riollet, 2003). Birkag
l6kosidinin sigir notrofillerini basariyla hedefledigi ve oldiirdiigli gosterilmis olsa da sigir
mastitis izolatlar1 ile bunlarin sigir S. aureus mastitisinin patogenezindeki rolil
bilinmemektedir (Barrio ve ark, 2006).

S. aureus izolatlar1, 6 genetik boliime sahip olduklart i¢in en ¢ok 6 lokosidin tiirii
barindirabilirken, gamma hemolizinler (HIgAB ve HIgCB) ve LukAB (LukGH olarak da
bilinir) en yaygin olanlaridir (Alonzo ve Torres, 2014). LUKED patojenite bolgesi vSal3
tizerinde kodlanir ve ¢ogu susta yaygin olarak bulunur (McCarthy ve Lindsay, 2013). Bununla
birlikte, ruminant CC133’ten gelen suslar, LUKE’de fonksiyonel LUKED olusumunu 6nleyen
bir erken stop kodonu kodlamaktadir (Guinane, 2010). Ek olarak, S. aureus iki fajla
kodlanmig 16kosidini, Panton-Valentine 16kosidin (PVL) ve LUKMF’yi elde edebilmektedir.
pvl genleri insan tiirleri ile simirhyken LUKMF, ozellikle sigir mastitis izolatlar1 ve hayvan
suslart ile iliskilidir (Yamada ve ark, 2005; Schlotter ve ark, 2012). LUKMF operonunun sigir
izolatlarinda bildirilen prevalanst %10-86 arasinda degismekte olup cografik bdlge

bakimindan farklilik géstermektedir (Yamada ve ark, 2005; Schlotter ve ark, 2012; Padmaja
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ve Halami, 2013). LUkMF, sigir nétrofilleri ve monositleri tizerinde ¢ok derin bir litik etki
gostermektedir (Vrielling ve ark, 2015). Sigir mastitis izolatt S1444 i¢in S. aureus’un uzakta
olan sigir notrofillerini 6ldiirmesi i¢in LUKMF kullandigi, dolayisiyla fagotisozu onledigi
gosterilmistir. LUKMF, s1gir mastitisinde 6nemli bir viriilens faktorii oldugu hipotezine tabi
tutulmustur (Vrielling ve ark, 2015).

Son yillardaki I6kosidinin tliri ve hiicre 0zgilligii, konak¢1 reseptorlerinin
tamimlanmasiyla a¢iga kavusturulmustur. LUKAB, integrin CDI11b ile etkilesime girerken,
diger tim l6kosidinler kemokin reseptorlerini baglarlar (DuMont ve ark, 2013). HIgAB ve
LUKED, CXCR1 ve CXCR2’yi hedef almaktadir. Ek olarak HIgAB, CCR2 ve LUkED ile de
CCRS5 ile etkilesir. HIgCB ve pvl, C5aR1 ve C5aR2’yi hedef alirken, LUKMF 6zellikle CCR1,
CCR2 ve CCRS reseptorlerini ihtiva eden hiicreleri oldiiriir (Reyes-Robles ve ark, 2013;
Spaan ve ark, 2014). Alici sekansi, yapist ve ekspresyon farkliliklart konakgi-toksin
etkilesimlerinin gbzlenen tiir 6zgilligini olusturmaktadir (Spaan ve ark, 2013; Vrielling ve
ark, 2015).

S. aureus’un sigir mastitis izolatlar1 potansiyel olarak 5 farkli l6kosidin ¢iftini
salabilir, bunlarin dérdii (LUKMF, LUKED, HIgAB, HIgCB) sigir nétrofillerini hedef alacak
sekilde tanimlanmistir. Besinci 16kosidin olan LUKAB’nin sigir nétrofillerini 6ldiirme yetenegi

heniiz yeterince aragtirillmamistir (Barrio ve ark, 2006; Vrielling ve ark, 2015).

1.6.2.2. Toksik sok sendrom toksini

S. aureus tarafindan iretilen protein yapili toksinler ve diger viriilens faktorleri,
subklinik ve klinik mastitis olgularinda organizmanin patojenitesine katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (Zschock ve ark, 2000). TSST-1, yaklagik 22 kDa’lik bir molekiil agirligina,
7,2 izoelektrik noktasina sahip olan tek zincirli bir polipeptitten olusan bir viriilens
faktoriidiir. Toksin, siiperantijen ailesine ait olmakla beraber bakterinin {irettigi bu toksin daha
genig bir pirojenik ekzotoksin ailesindendir (Marrack ve Kappler, 1990). TSST-1, yaygin
olarak insanlarda ve hayvanlarda toksik sok sendromuna neden olur. TSST-1, Gliimciil
endotoksin sokunu artirmak ve nonspesifik T hiicre proliferasyonunu uyarmak i¢in IL-1,
TNF-a ve ates olusumunu indikkleme yetenegi de dahil olmak fiizere diger pirojenik
ekzotoksinlerle ortak bircok biyolojik ozelliklere sahiptir (Takeuchi ve ark, 1998). Kan
dolasimina girdikten sonra toksin, MHC-2 proteinlerine baglanarak belirli T hiicre tiplerinin
aktivasyonuyla bagisiklik sistemini etkiler ve boylece sitokinlerin salinimiyla sistemik

toksisite ve adaptif bagisiklik baskilanir ve bu yanit dolayisiyla ¢oklu organ yetmezligi
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sendromu ve sonug olarak Sliimciil sok gergeklesir. Bu suslarin besin zincirlerinde ve insan
popiilasyonlarinda, ozellikle bagisikligi baskilanmis hastalarda bulunmasi, hastaliga
yakalanma riskini artiracaktir (Blaiotta ve ark, 2006). Dolayisiyla, sirkiilasyon halindeki
stafilokok suslarinin alt tiplerini ve viriilens faktdrlerini ortaya koyarak hastaliga karsi etkili

kontrol stratejileri gelistirilmesi 6nemlidir.

1.6.2.3. Eksfoliyatif toksin

Eksfoliyatif toksin, stafilokok tiirlerinin {irettii, insan ve hayvan derisinde
kabarciklara neden olan bir ekzotoksindir (Ladhani ve ark, 1999). Eksfoliyatif toksin iireten S.
aureus tiirleri, stafilokokkal haslanmis deri sendromu veya Ritter hastalig1 ve biilléz impetigo
ile iligkilidir (Melish ve Glasgow, 1971). Stafilokokkal haslanmis deri sendromu o6ncelikli
olarak kiiciik cocuklarin ve yenidoganlarin bir hastalig1 olan generalize kabariklik yapan cilt
hastaliklaridir ancak yetiskinler de etkilenebilir (Cribier ve ark, 1994). Klinik bulgular ates,
cilt hassasiyeti ve eritem ile aniden baslar ve bunu takiben ilerleyen birka¢ saat i¢inde giin
boyunca cilt yiizeyinin tamamini igeren genis epidermal ayrilma tabakalari olusur. Biilloz
impetigo, daha yasli ¢ocuklarda stafilokokkal haglanmig deri sendromunun lokalize bir
seklidir ve ¢ogunlukla enfeksiyon bolgelerinde, 0Ozellikle ekstremitelerde goriiliir.
Stafilokokkal haglanmis deri sendromunda S. aureus farenks, burun, kulak veya konjuktiva
gibi uzak odak noktalarinda bulunur ve mevcut lezyonlarda bakteri tarafindan diretilen
eksfoliyatif toksin dolasima girip bu bolgelerde pul pul dokiilmelere neden olur. Serolojik
olarak, insan hastaliklarinda rol oynayan eksfoliyatif toksinler esas olarak eksfoliyatif toksin
A (ETA) ve eksfoliyatif toksin B (ETB) olmak iizere iki tipten olusur (Arbuthnott ve
Billcliffe, 1976). Her iki toksin de graniiler tabaka boyunca epidermal nekroliz veya derinin
inflamasyon cevabi olmaksizin intraepidermal bdlinmeye neden olur (Arbuthnott ve
Billcliffe, 1976). Eksfoliyatif toksinin intraepidermal boliinmeyi indiikklemek igin serin
proteazlar1 gibi hareket ettigini gosteren birkac kanit vardir: 1) ETA ve ETB’nin S. aureus V8
serin proteazi (Dancer ve Noble, 1990) ve V8 proteazinin katalitik bolgesi ETA ile aminoasit
dizilimi bakimindan benzerlik gostermektedir (Bailey ve Smith, 1990), 2) Serin proteaz
inhibitorleri ile Onceden inkiibe edilmis ve kismen saflastirilmis eksfoliyatif toksinler,
derideki epitelyum hiicrelerde ayrilmalara neden olmaktadir (Dancer ve Noble, 1990), 3)
ETA’nin varsayilan katalitik bolgesinde serin kalintisinin glisin ile degistirilmesi toksinin
eksfoliyatif etkinligini tamamen ortadan kaldirmaktadir (Prevost ve ark, 1991; Redpath ve
ark, 1991), 4) ETA ve ETB’nin kristal yapilari son zamanlarda belirlenmis olup (Cavarelli ve
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ark, 1997; Vath ve ark, 1997) her iki tiiriin de yapisal olarak serin proteazlarinin kemotripsin
ailesine ait oldugu gosterilmistir (Vath ve ark, 1999). Bununla birlikte, eksfoliyatif toksinin
patojenik roliindeki kesin hedef maddesi yenidogan fareler kullanilarak 1970 yilinda
gosterilene kadar yaklasik 30 yil boyunca gizemli kalmistir (Ladhani ve ark, 1999). Bu
bulusun ipuglari, otoimmun kabariklik hastaligi olan pemfigus foliaceusun patofizyolojisi
lizerine yapilan aragtirmalarda saglanmakla birlikte burada otoantikorlarla desmosomal
kadherin desmoglein 1 (Dsg-1)’in inaktivasyonunun stafilokokkal haslanmis deri sendromu
veya biilloz impetigo ile gozlenenlere benzer sekilde kabarciklara neden oldugu gosterilmistir
(Matozaki ve ark, 2000). Bu gozlem, Dsg-1’in ETA proteazi igin spesifik substrat olarak
yakin zamanda tanimlanmasina yol agmistir (Amagai ve ark, 2000).

Eksfoliyatif toksin gibi stafilokoklarin viriilens faktorleri, hiicre gelisimi veya
boliinmesi icin gerekli olmayan yardimer proteinlerdir. Bu faktorlerin genetik belirleyicileri
genellikle fajlar, plazmidler ve patojenite bdlgeleri gibi mobil genetik elementlerle iliskilidir
(Betley ve ark, 1992; Novick ve ark, 2001). Ornegin, eta genleri (Yamaguchi ve ark, 2000) ve
enterotoksin A (Betley ve Mekalanos, 1985) ve E (Couch ve ark, 1988), S. aureus
kromozomundaki profaj genomlar1 iizerinde kodlanir ve enterotoksin D (Bayles ve landolo,
1989), ETB (Yamaguchi ve ark, 2001) ve edin-C genlerinin plazmidlerde var oldugu
gosterilmistir (Yamaguchi ve ark, 2001). “Patojenite bolgesi” terimi ilk Once iiropatojenik
Escherichia coli’lerdeki biiyiikk kromozomal viriilensle iligkili segmentleri tanimlamak tizere
bulunmustur (Blum ve ark, 1994). O zamandan beri bu tanim, tek bir genle 2 kb’den daha az
bir bolgeden, birgok tiirde tespit edilen 200 kb’lik multigenli elementlerin (Stein ve ark, 1996)
bolgesine kadar degisen bolgeleri belirtecek sekilde genisletilmistir (Kaper ve Hacker, 1999).
Stafilokok tiirlerinde en az 3 tiir patojenite bolgesi bildirilmistir (Kuroda ve ark, 2001).

1.6.3. Enfeksiyonun Siirdiiriilmesinde Rol Oynayan Viriilens Faktorleri

Enfeksiyonun baglamasi ile ilgili faktorler hemolizinler, 16kosidinler, siiperantijenler,
niikleazlar, proteazlar ve lipazlari igermektedir.

Hemolizinler, bagisiklik sistemi hiicrelerine zarar veren ve yok eden sitotoksik
ajanlardir. Genellikle meme i¢i enfeksiyona neden olan S. aureus izolatlar tarafindan tiretilen
alfa hemolizin (Aarestrup ve ark, 1999), sigir meme hiicreleri i¢in toksiktir (Bramley ve ark,
1989), eritrolizise neden olur, konak¢i hiicre iyon dengesini bozar, dermonekrotik ve
norotoksiktir (Dinges ve ark, 2000), biyofilm olusmasinda gereklidir (Caiazza ve O Toole,

2003), perakut toksikasyonda belirleyici bir rol oynamaktadir (Matsunaga ve ark, 1993). Sigir
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suslarinin ¢ogunun iirettigi beta hemolizin, eritrositlerin sfingomyelinazi olarak islev goriir
(Aarestrup ve ark, 1999). Eritrositlerin beta hemolizinine duyarliligi hedef hiicrenin
sfingomyelin icerigine baglhidir (Doery ve ark, 1965). Ornegin; koyun eritrositlerini kolaylikla
lize edebilirken tavsan eritrositlerini etkilemez. In vitro calismalara dayanarak beta
hemolizinin, alfa hemolizinin etkilerini artirdigi ve sigir meme epitel hiicrelerinde S.
aureus’un tutunmasina yardimeci oldugu distiniilmektedir (Cifrian ve ark, 1996). Delta
hemolizin, stirfektant veya oluk olusturma 6zelliklerine sahiptir ve beta hemolizinin hemolitik
etkilerini yogunlastirir (Dinges ve ark, 2000). Gama hemolizin, monositler ve makrofajlar i¢in
toksiktir, eritrositler ve fagositler i¢in lizis etkisine sahiptir (Projan ve Novick, 1997). Alfa ve
gama toksinin eszamanli iretimi fare septik artritisinde S. aureus’un viriilensini tesvik
etmistir (Nilsson ve ark, 1999).

Lokosidinler, kalsiyum akimini ve ardindan gézenek olusumunu indiikleyerek konake1
savunma hiicrelerinin fagositozan zarlarina zarar verir. Lokosidinler, S (yavas salinan) ve F
(hizl1 salinan) proteinleri olmak iizere her ikisinin sinerjistik etkisine bagli olarak toksik etkisi
vardir (Kamio ve ark, 1993). Bu aile Panton Valentine 16kosidin PVL (lukS-PV+IukF-PV),
gama hemolizin ve 16kosidin (Hlg ve Luk; hlgA+lukF ve lukS+lukF), LukM/LukF-PV
(lukM+lukF-PV), LUKE/LukD (Kamio ve ark, 1993; Prevost ve ark, 1995) ve sigir mastitis P83
susunda saptanan LUKR-PV genlerini igermektedir (Supersac ve ark, 1993). Lokosidinler
ayrica gama hemolizinlerden daha 16kotoksiktir (Prevost ve ark, 1995).

Stafilokokkal siiperantijen ailesi, enterotoksinler ve enterotoksin benzeri proteinleri
(SEA, SEE, SEG, SER, SEU), toksik sok sendrom toksini (TSST) ve eksfoliyatif ETA ve
ETB’yi icerir. TSST-1 ve endotoksinin test hayvanlarina uygulanan deneysel modellerinde
sliperantijenlerin pirojenite, siiperantijenite (Dinges ve ark, 2000) ve tavsanlarda letaliteyi
yaklasik 100.000 kat artirma yetenegi gibi en az ii¢ biyolojik 6zellikleri mevcuttur (Schlievert,
1982). Siiperantijenler, MHC-2 proteinlerinin dis yiizeyine ve antijenlerin normal olarak
baglandig1 T hiicre reseptorleri alaninin disina baglanir (Fleischer ve Schrezenmeier, 1988).
Normal antijen sunum mekanizmasi atlanir ve dolayisiyla normalde %0,1’1 aktive olan T
hiicrelerinin yaklasik %30’u birden aktive olur (Dinges ve ark, 2000; McCormick ve ark,
2001). Bu durum toksik sok sendromunda goriildiigii gibi sitokinlerin kitlesel ve kontrolsiiz
sekilde salinmasina, kapillar sizintiya, hipovolemik soka ve ¢oklu organ yetmezligine neden
olur. Perakut S. aureus mastitisinde boyle bir reaksiyon oldugu ileri siiriilmiistiir.
Stiperantijenler makrofajlart ve monositleri, timor nekrozis faktor alfa, nitrik oksit, IL-6 ve
IL-10’da dahil olmak iizere bir¢ok inflamatorik medyatorleri iiretmek {izere uyarabilir.

Dahasi, interferon gama varliginda makrofajlar sitolitik hale gelir. Siiperantijenlerin S.
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aureus’u konak¢i savunma sistemlerinden kagmayr kolaylastirdigi disiiniilmektedir ve
dolayistyla hem akut hem de kronik sigir mastitisine katkida bulundugu 6ngdriilmektedir.
Ferens ve ark. (1998) SEC’nin CD8 T hiicrelerinin ¢ogalmasini artirarak sigir bagisiklik
sistemini etkiledigini ve CD4 T hiicrelerinin baskilanmasina neden oldugunu bildirmislerdir.
Bu siiperantijenler, S. aureus’un mukozal membranlarda persiste olmasina yardimci olabilir
(Ferens ve Bohach, 2000).

Cogu S. aureus susu endotel hiicrelerine yapismayi artirabilir, fagositozu onleyebilir
ve daha sonra opsonizasyon ve fagositoz basarisiz oldugunda bakteriler antimikrobiyel
maddelerden ve antikorlardan kendisini gizleyebilen bir kapsiil ve siimiiksii bir yap1 iretir.
Protein A, hiicre duvari ile iligkili bir protein olup 19G, IgA, IgE, tiimor nekrozis faktorleri ve
opsonizasyonu ve fagositozu zayiflatan trombositleri de igeren birkac ana faktorle etkilesime
girer (Peterson ve ark, 1977; Gomez ve ark, 2004). Protein A ile B hiicrelerine bagli [gM nin
baglanmasi, polimorfniikleerler ve makrofajlar gibi konak¢1 hiicrelerin 6liimiine yol agan bir
mekanizma olan apoptozisi indiikler (Goodyear ve Silverman, 2004). Fibrinojeni fibrine
doniistiiren ve hiicrelerin pihtilagsmasina neden olan bir protrombin aktivatorii olan koagiilaz,
¢ogu S. aureus susu tarafindan tiretilir (Phonimdaeng ve ark, 1990). Viriilens faktorii roli
olma olasiligi da bulunmaktadir. Lipazlar, esterazlar, yag asidi modifiye edici enzim ve
fosfolipazlar bakteri zarni yok etmek i¢in konake1 hiicrelerin tirettigi ¢esitli yag asitleri ve

diger lipid molekiillerine kars1 siirfektant olarak gorev goriir (Arvidson, 2000).

1.7. Antibiyotik Direncliligi

Diinya genelinde artig gosteren antibiyotik direngliliginin, genelde yogun antibiyotik
kullanimindan kaynaklandigi rapor edilmistir. Avrupa’da her yil tahminen yaklasik 25.000
kisinin antibiyotiklere direnc¢ gelistirmis bakterilerin neden oldugu infeksiyonlar nedeniyle
oldiikleri bildirilmistir. Benzer sekilde Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi’de (US Centers for Disease Control and Prevention) 2013 yilinda
yayinladig1 raporda, yilda en az 2 milyon insanin antibiyotige direncli bakterilerle infekte
oldugu ve bu kisilerden 23.000’nin bu nedenle 6ldiigii belirtilmistir (Laxminarayan ve ark,
2013).

S. aureus, 1880’1 yillarda kesfedilen insan ve hayvanlarin deri, iist solunum sistemi,
alt iirogenital sistem ve sindirim sistemi mukozalarinda kommensal olarak bulunabilen
Staphylococcus cinsi iginde yer alan patojen mikroorganizmalardandir. S. aureus hafif deri

infeksiyonlarindan, pndmoni ve menenjit gibi yasami tehdit eden hastaliklara kadar farkl
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yelpazedeki hastaliklardan sorumlu ¢ok yonlii bir patojendir (Deurenberg ve Stobberingh,
2008; Sasidharan ve ark, 2011; Seker ve Garipgin, 2013). S. aureus siklikla siit hayvanlarinda
subklinik mastitise neden olup, siit ve siit iiriinlerinde kontaminasyonlara neden olmaktadir.
Urettigi farkli tipdeki 1siya direngli enterotoksinleriyle gida zehirlenmelerinde onemli rol
oynarlar. Gida kaynakli hastaliklar arasinda diinyada iigiincii sirada rapor edilmislerdir
(Stapleton ve Taylor, 2002). S. aureus hastane kaynakli infeksiyonlarin en &nemli
etkenlerindendir. Etken hizla ¢oklu antibiyotik direnci kazanarak nozokomiyal ve toplumla
iliskili infeksiyonlara neden olur. S. aureus bu o6zelligi nedeniyle halk saglig1 agisindan
onemli rol oynamaktadir (Grumann ve ark, 2014).

Antibiyotik direncliligi terimi, belirli bir antibiyotigin klinik infeksiyonda etkisiz
olmasini ifade etmektedir. Patojenik bakterilerde antibiyotik direngliligi mikrobiyolojik ya da
klinik olarak tanimlanabilmektedir. Mikrobiyolojik direng, laboratuvar testlerinde esik
degerin tespit edilmesiyle ortaya konabilmektedir. Klinik direng ise, teropotik yetersizligin
ihtimali ile iligkili antimikrobiyal aktivitenin seviyesidir. Klinik direnci belirleyen testin esik
degeri, infeksiyon alani ya da ilacin dozu gibi klinik ortamin durumu ile degismektedir. In
vitro olarak da antibiyotik direngliligi, organizmalara karsi antibiyotigin minimal bakterisit
konsantrasyonu ve minimal inhibisyon konsantrasyonunun uygun laboratuar kosullar1 altinda
Olgiilmesi ile tanimlanmaktadir (Macgovan ve Macnaughton, 2013).

Coklu antibiyotik direnci terimi ile ilgili olarak gerek Avrupa Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi (European Centre for Disease Prevention and Conrol) gerekse Amerika
Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (US Centers for Disease Prevention
and Control) tarafindan karsilastirilabilir verilerin rapor edilmesi ve cesitli antimikrobiyal
direng profillerinin derecelendirilmesinin kolaylastirilmasi igin, uluslararasi bir terminoloji
yayinlamistir. Bu kullanilan sisteme gore, ¢oklu antibiyotik direnci, bir mikroorganizmanin {i¢
ya da daha fazla antimikrobiyal sinifindan en az bir ajana kars1 direng gostermesi olarak
tamimlanmistir. Hastane kaynakli S. aureus'un beta laktam antibiyotiklere, makrolidlere,
florokinolonlara ve aminoglikozidlere kars1 gosterdigi direng c¢oklu antibiyotik dirence
ornektir (Theuretzbacher, 2013)

Antimikrobiyal direncin gelismesinde basta antimikrobiyal ajanlarin kullanim dozlar
ve smnifi olmak iizere, diren¢li mikroorganizmalarla capraz infeksiyon sikligi, toplum
davraniglari, sosyal yap1 ve yetersiz siirveyans gibi temel etkenler rol oynamaktadir (Aksoy ve

ark, 2007).
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1.7.1. S. aureus’un Diren¢ Gelistirdigi Antibiyotikler

1.7.1.1. Penisilin direnci

Beta laktam grubundan olan penisilinler ilk antibiyotiklerden biridir. Penisilinler,
Penicillium chrysogenum tiirii kiiflerden iiretilmis olup, piyasaya siiriilmelerinden kisa siire
sonra S. aureus suslar1 tarafindan direng gelismistir. S. aureus izolatlarmin 1946 yillarinda
yaklasik %6’s1 beta laktamaz iiretmekteyken bu oran 1948’de %50’lere, 1957°de ise %80’lere
kadar yiikselmistir. Giiniimiizde ise bu oran %90’dan fazladir (Lowy, 2003; Schito, 2006).

Penisiline kars1 stafilokokal direng blaZ geni araciligiyla olmaktadir. Bu gen beta
laktamazi1 kodlamaktadir. Beta laktamaz genelde, stafilokoklarin beta laktam antibiyotiklerine
maruz kaldiginda sentezlenip, beta laktam halkas1 hidrolize olur. blaZ geni, birbirine komsu

antireseptor blazR1 ve reseptor blal diizenleyici genlerinin kontrolii altindadir (Lowy, 2003).

1.7.1.2. Metisilin direnci

Metisilin direngli S. aureus (MRSA), Avrupa, Amerika, Kuzey Afrika, Ortadogu
tilkeleri ve Orta Asya'da en yaygin antibiyotik direngli patojen olarak tanimlanmaktadir.
Metisilin 1959 yilinda penisilin direngli S. aureus'un neden oldugu infeksiyonlarin tedavisi
icin iretilmistir. Danimarka'da 1967 ile 1971 yillart arasinda yaklasik %15 S. aureus
izolatinda metisilin direnci yaninda penisilin, tetrasiklin, streptomisin ve nadiren de
eritromisin direnci goriilmiistiir. Avrupa'da 1970-1980 yillar1 arasinda MRSA sayisinda
azalma olmasina karsin, aym yillarda Amerika Birlesik Devletleri, Irlanda ve Ingiltere'de arts
gostermesiyle endisenin tekrarlanmasina neden olmustur (Grundmann ve ark, 2006; Ippolito
ve ark, 2010).

Giliniimilizde tiim diinyada nozokomiyal infeksiyonlarin en 6nemli etkenleri basinda
MRSA gelmektedir. Intravendz katater ile ilgili infeksiyonlar, suni solunum cihaz ile ilgili
pnémoniler ve cerrahi yara infeksiyonlart Amerika Birlesik Devletleri gibi endistrilesmis
tilkelerde goriilen MRSA'nin neden oldugu en yaygin nozokomiyal infeksiyonlardir. Ayrica
son zamanlarda MRSA'ya bagh infektif endokardit biiyiik endise olmaya baglamistir
(Uhlemann ve ark, 2014). Amerika Birlesik Devletleri'nde 2005 yilinda yaklasik 478.000
hospitalizasyon vakasmin S. aureus infeksiyonlariyla iliskili oldugu, Avrupa’da ise 2010
yilinda 150.000'den fazla insanin, MRSA'nin neden oldugu hastaliklardan dolay1 hospitalize
oldugu belirtilmektedir (Doyle ve ark, 2012). Metisiline diren¢ mekanizmasi 1981 yilinda
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penisilin baglayic1 proteinin (PBP) azalmis afinitesinin tespit edilmesiyle ortaya ¢ikmustir.
Peptidoglikanin ¢apraz baglanmasini engelleyen ve hiicre duvari biyosentezi i¢in gerekli olan
PBP'e beta laktam antibiyotikleri baglanmaktadir. MRSA'da beta laktamlara direng, tasiabilir
genetik eleman olan stafilokokal kaset kromozomu (SCCmec) kazanilmasiyla gériilmektedir.
PBP'nin degistirilmesiyle olusan PBP2a/PBP2' mecA geni tarafindan kodlanmaktadir. mecA
geni de SCCmec tarafindan taginmaktadir ve beta laktam antibiyotiklere afinite azalmaktadir.
Sonu¢ olarak, beta laktam antibiyotiklerin farkli inhibitér seviyelerinin varhi§inda bile

MRSA'da hiicre duvari sentezi devam etmektedir (Paterson ve ark, 2014).

1.7.1.3. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozidler 1944 yilinda {iretilmesine karsin; 1950’11 yillarda S. aureus’un
aminoglikozid direngli suslar1 tespit edilmistir. Gentamisin, tobramisin ve netilmisin
stafilokoklara kars1 kullanilan en aktif aminoglikozidlerdir. Aminoglikozidler hiicre duvarina
etkili ajan olarak da kullanilmaktadir (Smith ve Jarvis, 1999; Schito, 2006).

S. aureus’un aminoglikozidlere karst1 bircok direng mekanizmasi vardir.
Aminoglikozidlere karsi goriilen en yaygin direng, enzimatik modifikasyondur. Bir¢ok
metisilin direngli sus aminoglikozidi modifiye eden enzim {iretmektedir. Boylece
aminoglikozidler etkisini kaybederek diren¢ olusmaktadir. Enzimatik modifikasyon,
fosfotransferaz'lar, asetiltransferaz'lar ya da niikleotidiltransferaz'lar tarafindan Kkatalize
edilerek O-fosforilasyon, N-asetilasyon ya da O- niikleotidilasyon ile meydana gelmektedir.
Cok sayida aminoglikozid modifiye eden genler aminoglikozid iireten bakterilerden
kaynaklanmaktadir. Bu genler transpozonlarda ve tasinabilir elemanlarda tespit edilmistir

olup, Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler arasinda genis olarak yayilmistir (Mccallum ve
ark, 2010).

1.7.1.4. Kinolon direnci

Florokinolonlar ilk olarak 1980°’li yillarda, Gram negatif bakteriyel infeksiyonlarin
tedavisi amaciyla iretilmistir. Ancak, Gram pozitif bakteriyel spektrumada sahip olmasi
nedeniyle, ayrica pndmokokal ve stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Kinolon direnci, metisilin direngli suslar arasinda daha belirgin olmak iizere, S. aureus suslari
arasinda hizla meydana gelmistir. Sonug olarak, antistafilokokal ajan olarak florokinolonlarin

kullanim1 6nemli 6l¢iide azalmistir (Lowy, 2003).

27



Florokinolonlar, translasyon ve transkripsiyon i¢in gerekli olan DNA’nin ¢dziilmesini
engeller. Florokinolon direnci kromozomal mutasyon sonucu ya da efflux pompasinin
harekete gecmesi ile kazanilmistir. Yiiksek bakteriyel yogunluk, direngli alt populasyonlarin
muhtemelen Onceden de var olmasi ve bazen de g¢evrede meydana gelen smirli kinolon
konsantrasyonlarinin stafilokokal infeksiyon alanlarinda elde edilmesi sonucu direngli
mutantlar gelismektedir (Smith ve Jarvis, 1999; Lowy, 2003). S. aureus’ta ikinci kinolon
diren¢ mekanizmasi1 ise NOrA coklu ilag direnci efflux pompasmin indiiksiyonudur. S.
aureus’da bu pompada artmis ifade diisiik seviyede kinolon direncine yol agabilir. Coklu ilag
tagiyicist NOrA sadece norfloksasin direnci degil; ayrica beta laktamlara, kloramfenikole ve

tetrasiklinlere kars1 da dirence neden olur (Lowy, 2003; Mccallum ve ark, 2010).

1.7.1.5. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinler, 1950 yilinda kesfedilmis bakteriyostatik etkili, toprak kokenli olan
bir¢cok Streptomyces tiiriinden elde edilen, bakteri protein sentezini inhibe eden antibiyotik
grubudur. Tetrasiklinler, protein sentezini ribozomun 30S alt {initesine baglanarak
engellemektedirler (Smith ve Jarvis, 1999).

Tetrasiklin direncinin genel olarak artmasi ve yayilmasi aktarilabilir plazmidler,
transpozonlar ve integronlar ile desteklenmektedir. Staphylococcus aureus’ta, tasinabilir tet
geninin kodladig1 iki farkli tlirde tetrasiklin diren¢ proteinleri ile iki farkli tipte direng
mekanizmalar1 olusturmaktadir. Bunlardan birincisi, aktif efflux pompas1 mekanizmasidir. Bu
direng tet geninin kodladigi yaklasik 46 kDa agirliginda olan ve sirasiyla 459 ve 458
aminoasitten meydana gelen tetK ve tetL proteinleri ile olugmaktadir. Bu proteinlerin
varliginda tetrasiklinler efflux pompast yoluyla enerji kullanilarak hiicre disina
atilmaktadirlar. Yakin zamanda tanimlanan kromozomal olarak kodlanan tet38 efflux
pompasi, S. aureus’da tetrasiklin direncine katilmaktadir. Tet38, mgrA geni tarafindan
diizenlenmektedir (Mccallum ve ark, 2010; Wendlandt ve ark, 2013). Bu proteinler ribozoma
baglanarak yapisini degistirip tetrasiklinlerin baglanmasini engellemektedirler. Bu direng tiirii
minosiklinler de dahil olmak {izere tiim tetrasiklinleri kapsamaktadir (Wendlandt ve ark,

2013).
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1.7.1.6. Trimetoprim siilfametoksazol direnci

Trimetoprim ilk kez Ingiltere’de 1962 yilinda kullanilmaya baslanmis, bunu takiben
1968 yilindan itibaren ise siilfametoksazol ile birlikte kullanilmaya baslanmistir. Trimetoprim
ve siilfametoksazol, timidin, piirin, DNA ve bazi aminoasitlerin iiretilmesi i¢in gerekli olan
tetrahidrofolat sentezini inhibe ederek etkilerini gosterirler. Siilfonamid direnci, dihidropteroat
sentetaz enziminin degisimi ya da para benzoik asidin fazla iiretimine bagli olarak
olusmaktadir (Smith ve Jarvis, 1999). Trimetoprime karsi olusan diren¢ ise, dihidrofolat
enziminin fazla tiretilmesi, dihidrofolat rediiktaz enzimi i¢in yapisal genlerin mutasyonu ve
dihidrofolat rediiktaz enziminde direnci kodlayan dfr genlerinin kazanilmasi ile gelismektedir.
dfrA geni Tn4003 transpozonu ile iligkili olup stafilokoklar arasinda en yaygin bulunan
gendir. Trimetoprim lokal olarak kullanildiginda hizli dirence neden olmaktadir. Buna iligskin
1992 yilindaki yayinlanan raporlara goére, MRSA izolatlarinin %28’inin trimetoprime,

%35’inin ise siilfonamide kars1 direngli oldugunu ortaya koymaktadir (Smith ve Jarvis, 1999).

1.7.1.7. Linezolid direnci

Linezolid, oksazolinidon grubunda yer alan gram pozitif infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan sentetik bir antimikrobiyal ajandir. Linezolid, 50S ribozomal alt {initesinin 23S
ribozomal RNA’sina baglanarak protein sentezini inhibe eder. Etki mekanizmasinin
farkliligindan dolayr diger protein sentez inhibitorleriyle arasinda c¢apraz direng
goriilmemektedir (Stryjewski ve Corey, 2009; Sancak, 2011). Hastane ve toplumsal kaynakli
MRSA suslarin1 da iceren S. aureus suslar1 arasinda, linezolid direnci pek yaygin degildir.
Ancak, MRSA infeksiyonlu hastalarda linezolid ile tedavi boyunca direnc¢ gelistigi rapor
edilmigtir. Amerika Birlesik Devletleri ve diger iilkelerde, S. aureus izolatlarinda linezolid
direncinin MIC degeri %0,1 olarak belirlenmistir. Direng, S. aureus’un esas olarak 23S rRNA
geninin mutasyonu ile iliskilidir. MRSA izolatlar1 arasinda linezolide en yaygin direng
mekanizmas1 23S rRNA’daki besinci alanin merkez diiglimiindeki spesifik niikleotid
degisimidir. En ¢ok G2576T, T2500A ve G2447T mutasyonlarina rastlanilmaktadir. Ayrica
ribozomal proteinlerde (L3 ve L4) meydana gelen degisikliklerde dirence neden

olabilmektedir (Stryjewski ve Corey, 2009; Mccallum ve ark, 2010; Sancak, 2011).
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1.7.1.8. Makrolid, linkozamid ve streptogramin direnci

Bu grupda bulunan antibiyotikler kisaca MLS (Makrolid, Linkozamid, Streptogramin)
antibiyotikleri olarak da bilinirler. Bunlar etkilerini bakteri hiicresinin 50S ribozomal alt
tinitesini hedef alip, bu bolgede protein sentezini inhibe ederek gosterirler. Penisiline asiri
duyarl hastalar icin, MLS antibiyotikleri stafilokokal infeksiyonlarin tedavisinde alternatif
olustururlar. Klinik olarak MLS antibiyotiklerine karsi en sik rastlanan direng, metiltransferaz
enzimi tarafindan rRNA’nin metilasyonu ya da dimetilasyonu sonucu olusmaktadir. Bir diger
direng tipi ise mSrA geni ile ilgilidir. Bu direng tipinde antibiyotikler, aktif efflux pompasi ile
bakteri disina atilarak, hiicre i¢i konsantrasyonu korunmaktadir. Boylece MLS antibiyotikleri
ribozoma baglanmak i¢in gerekli seviyeye ulasamamaktadir (Schito, 2006; Mccallum ve ark,
2010). Makrolid direnci, 23S rRNA’nin niikleotid sekansindaki spesifik adeninin metilasyonu
sonucu olusmaktadir. Bu direng en ¢ok plazmid ya da kormozomlarda bulunan ermA, ermB,

ermC genleri tarafindan kontrol edilmektedir (Schito, 2006).

1.7.1.9. Vankomisin direnci

Vankomisin, metisilin direncli stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisi
icin kullanilan ila¢ se¢eneklerinden biridir. Vankomisine direngli S. aureus suslarinin ortaya
cikisi, 1988'de vankomisine direncli enterokoklarin saptanmasindan sonra beklenmekteydi
ancak 2002 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde goriilen ilk klinik infeksiyona kadar rapor
edilmemistir. Vankomisin direngli S. aureus biiyiik olasilikla bakteriler arasi genetik
materyalin degisimi nedeniyle, diren¢ kazanmasiyla vankomisin duyarli S. aureus’a gore
farkli bigimde meydana geldigi diistiniilmiistiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ortaya ¢ikan
ilk olayda belirlenen izolatta vanA geninin kazanimi VRE suslarindan Tn1546 transpozonu ile
transferi sonucu meydana gelmektedir. Transpozon daha sonrasinda, bu VRSA izolatinda
coklu diren¢ gosteren konjugatif plazmid dahilinde barinmaktadir. Vankomisine direng, D-
alanil-D-alanin yerine D-alanil-D-laktat sentezlenmesi sonucu gelismektedir (Appelbaum,
2007).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Bu ¢alismanin materyalini 2017 yili Ocak-Haziran aylar1 arasinda Denizli iline kayith
20 siit sigirciligr isletmesinde bulunan, 380 sagmal inege Kaliforniya Mastitis Test (CMT)
uygulanmasi sonucunda CMT pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) vererek subklinik mastitis tanisi
konulan meme loblarindan aliman 200 adet siit 6rnegi olusturdu. Siit o6rnekleri subklinik
mastitisli ineklerden laktasyon doneminde alinmis olup yaklasik son 4 hafta antibiyotik
kullanilmamis, Simental ki ve yaslart 3-12 arasinda degisen ineklerden alinmistir.
Oncesinden siit drnekleri toplanacak ineklerin meme loblar1 veteriner hekim tarafindan

muayene edilmis sonrasinda tek tek tiim ineklere uygulanmistir.
2.1.2. Standart Suslar ve Pozitif Kontroller

Calismada polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) S. aureus’larin belirlenebilmesi igin
nuc geni tastyan izolatlarin tespit edilmesinde pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213,
negatif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212, incelenen toksin genlerinin pozitif
kontrolii olarak bu genleri icerdigi tespit edilen sekanslanmig saha izolatlar1 ve antibiyogram

caligmalarinda kalite kontrol susu olarak da S. aureus ATCC 29213 susu kullanildi.
2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Toplanan siit 6rneklerinden izolasyon ve identifikasyon i¢in stafilokok izolasyonu i¢in
gelistirilmis spesifik bir agar olan Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404),
izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde ise Mueller-Hinton Agar (MHA)
(Oxoid CM 129), izolatlarin saklanmasinda ise yagsiz siit tozu (Skim Milk Powder— Fluka
Analytical 70166-500G) kullanildi.
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2.1.3.1. Mannitol salt agar (MSA)

Besiyeri 108 g tartildiktan sonra {izerine 1 It distile su eklenip mikrodalga firinda
eritildi. Besiyerinin pH’s1 7.2+0.2 olarak ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilize
edildikten sonra yaklasik 50-55°C’ye kadar sogutulup her bir petriye yaklasik 20 ml kadar
dokiildii.

Mannitollii  tuzlu Agar, Kkoagiilaz negatif stafilokoklardan koagiilaz pozitif
stafilokoklarin (6rn. S. aureus) ayristirilmasi igin Chapman tarafindan tasarlanan bir
formiilasyondur. Mannitollii tuzlu Agar, klinik 6rneklerden ve kozmetik {iriinlerinden
stafilokoklarin izole edilmesi amaciyla kullanilir. Mannitollii tuzlu Agar, peptonlari ve temel
besinleri saglayan sigir ekstraktini igerir. %7,5 sodyum kloriir konsantrasyonu stafilokoklar
disindaki bakteriyel organizmalarin kismi veya tam inhibisyonu ile sonuglanir. Fenol
kirmizist indikatoriindeki renk degisimi ile goriilen, mannitol fermantasyonu stafilokok
tirlerinin  ayrigtirilmasini  saglar. Koagiilaz pozitif stafilokoklar (6rn; S. aureus,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus
sciuri, Staphylococcus simulans), sar1 koloniler ve ¢evresinde sari besiyeri olustururken
koagiilaz negatif stafilokoklar kirmizi koloniler olusturur ve fenol kirmizist indikatérde hig

renk degisimi olmaz (Chapman, 1945)

2.1.3.2. Mueller hinton agar (MHA)

Besiyeri 38 g tartildiktan sonra lizerine 1 It distile su eklenip mikrodalga firinda
eritildi. Besiyerinin pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlanip otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilize
edildikten sonra yaklasik 50-55°C’ye kadar sogutulup her bir petriye yaklasik 20 ml kadar
dokiildii.

2.1.3.3. Skim milk powder
1 1t distile suyun iizerine distile su miktarinin %10’u kadar besiyeri tartilip ilave edildi
ve mikrodalga firinda eritildi. Mikrodalga eritildikten sonra 1,5 ml lik ependorf tiiplere 1’er

ml dagitildiktan sonra besiyerinin pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlanip otoklavda 121°C’de 15

dakikada sterilize edildi.
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2.1.4. Boyalar ve Ayiraclar

2.1.4.1. Gram boyama seti

Izolatlarin Gram boyanma morfolojilerinin belirlenebilmesi amac ile kullanilmis olup

ticari olarak temin edilen Gram Boyama Seti oda 1s1sinda muhafaza edildi.

2.1.4.2. Katalaz testi

Gram pozitif koklarin (Staphylococcus, Streptococcus) ayriminda kullanilmis olup bu

test i¢in hidrojen peroksit (H20>) kullanildi.

2.1.4.3. Koagulaz testi

Katalaz pozitif olarak belirlenen Staphylococcus spp.’lerin patojenitesini belirlemek

amactyla kullanildi. Bu test i¢in tavsan plazmasi kullanildi.
2.1.5. Antibiyotik diskleri

Caligmada tiim antibiyotik diskleri Oxoid marka olup ampisilin (10 pg), penisilin G
(10 1U), trimetoprim-siilfametaksazol (23,75/1,25 pg), tetrasiklin (30 ug), sefoksitin (30 pg),
enrofloksasin (5 pg), linezolid (30 pg), eritromisin (15 pg) ve vankomisin (30 pg) diskleri
kullanildi. Bu disklerin hepsi kullanilana kadar buzdolab1 1sisinda (+4°C) muhafaza edildi.
2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
2.1.6.1. Soliisyon ve boyalar

2.1.6.1.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8,0) buffer

10X TBE Stok Soliisyonu

Tris Base [tris (hydroxymethyl) aminomethane].................cooiiiiiiiiinn, 108 g
BOIIK ASIt. .. e 55¢g
B T A 75¢
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800 ml distile suda eritildikten sonra hacim 1000 ml’ye tamamlandi. pH: 8,0’e
ayarlanip 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilip oda 1s1sinda muhafaza edildi.
0.5X TBE Kullanma Soliisyonu
10 ) G I =1 PRSP 50 ml
DISTIE SU. et 950 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyon, hem agaroz hazirlamada

hem de elektroforez tanki igerisinde kullanildi.

2.1.6.1.2. Yiikleme tamponu (Loading Buffer) (6X) (ThermoFisher R0611)

Agaroz jele 6rnek yiiklemek amaci ile karisim toplam 7 pl (1 pl ylikleme tamponu 6
ul amplikon) olacak sekilde kullanildi. Ticari olarak temin edilen boya buzdolabi 1sisinda

(+4°C) saklandi.

2.1.6.2. Primerler

PZR ile ilk olarak izolatlarin S. aureus olup olmadiklarin1 belirlemek i¢in
termoniikleaz geni (nuc) primerleri kullanilarak teyit edildi.

Sonrasinda ise tiim S. aureus suslarinin {irettigi eksfoliyatif toksin genleri (eta, etb,
etd), siiperantijen niteliginde olan toksik sok sendrom toksin geni (tst-1) ve sitolitik aktiviteye
sahip Panton-Valentine 1okosidin toksin (luk-PV) genleri incelendi. Calismada kullanilan

primerler, dizilimleri, amplikon biiyiikliikleri ve kaynaklar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilmis olan primerler

Gen Primer | Dizi (5°-3°) Amplikon Kaynak
bityiikliigii (bp)

nuc NUC-1 | GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 Kim ve ark.
NUC-2 | AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 2001

eta ET-1 CTATTTACTGTAGGAGCTAG
ET-2 ATTTATTTGATGCTCTCTAT 741 Yamaguchi ve

eth ET-3 ATACACACATTACGGATAAT ark. 2002
ET-4 CAAAGTGTCTCCAAAAGTAT 629

etd ET-14 | AACTATCATGTATCAAGG 376
ET-15 | CAGAATTTCCCGACTCAG

tst-1 TST1 AGCATCTACAAACGATAATAT 481 Seier-Petersen
TST2 CATTGTTATTTTCCAATAAAC ve ark. 2015

luk-PV | PVL-1 | ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA | 433 Lina ve ark.
PVL-2 | GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 1999
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2.1.6.3. Kullanilan cihazlar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), 96 o6rnek kuyucuklu Boeco (USA) marka
kademeli termal dongiileme cihazinda, elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli
elektroforez tankinda, goriintiileme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka

goriintliileme cihazinda gergeklestirildi.

2.1.6.4. Agarose jel

AQAr0SE (SIGIMA)....eueeeieiieeiesiiesieeie s e ste et et e et e ee e e tesseesbeebesreesteesseaneesbeeneenreenes 15¢g
TBE (0,5X) ittt ittt bbbt 100 mi
Tartilan agaroz sise icerisine alindiktan sonra lizerine 0,5X’lik Buffer’dan 100 ml ilave
edilip karistirlldi ve mikrodalga firinda yaklasik 3 dk kadar kaynatildi. Kaynadiktan sonra
homojenize olan karisim yaklagik 50°C’ye kadar sogutuldu. Elektroforez isleminde
kullanilacak olan bu homojenize olmus agaroz jelin boyanmasinda ise Safe View (ABM,
Canada) boyasi, 100 ml %1,5’lik agarose jelin igerisine 7 pl miktarinda eklenerek kullanildi.
S1v1 halde bulunan homojenize karigsim jel kalibina yavasca ve hava kabarcigi olusturmayacak
sekilde dokiildii ve kuyucuklari olusturan taraklar yerlestirilip yaklagitk 20 dk kadar

sogutulmaya birakildi. Sogutulduktan sonra taraklar ¢ikarilip elektroforez tankina yerlestirildi.
2.1.6.5. Marker

Marker olarak 100 bp’lik (Fermentas®) DNA Ladder kullanilda.
2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Mastitisli oldugu belirlenmis ineklerden siitler alinmadan once eller antiseptikli
soliisyonla yikandi ve eldiven giyildi. Tiim meme loblar1 bol temiz suyla yikanip
kurulandiktan sonra %70’lik alkolle temizlendi. Saprofit mikroorganizmalar1 uzaklastirmak

amaciyla birka¢ ml siit atildiktan sonra bir enjektore yaklasik 3-5 ml olacak sekilde alindi

(Bastan, 2002). Toplanan bu siit 6rnekleri, izolasyon ve identifikasyon yapilmak iizere, soguk
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zincir altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 Rutin Teshis Laboratuvari’na ulastirildi.

2.2.2. Stafilokok Izolasyonu

Stafilokok izolasyonu igin ise steril bicimde toplanan siit drneklerinden MSA’ya

ekildi. 37°C’de 48-72 saat inkiibasyon sonucunda iireyen koloniler degerlendirildi.

2.2.3. S. aureus’un Identifikasyonu

Izole edilmis olan S. aureus’larin biyokimyasal testlerle fenotipik olarak belirlendikten
sonra identifikasyon, PZR ile de genotipik olarak teyit edildi. Genotipik identifikasyonda, S.
aureus kromozomunda lokalize olmus olan termoniikleaz enzimini kodlayan nuc geninin
varlig1 tiim izolatlarda arastirildi. nuc geni, endoniikleaz 6zellikte olup hem DNA hem de
RNA indirgeyici 6zellige sahiptir ve enzimatik aktivitesi 100°C’de 1 saate kadar devam
edebilir (Lachica ve ark, 1972). Ayrica molekiiler olarak 17.000 molekiiler dalton
agirligindadir (Tucker ve ark, 1978).

2.2.3.1. Fenotipik identifikasyon

Izolatlarin identifikasyonu Mannitollii tuzlu Agar’da iireyebilme yetenegi, Gram

boyama morfolojileri ve katalaz testi ile belirlendi.
2.2.3.1.1. Biyokimyasal testler

Mannitollii tuzlu Agar’da iireyebilme yetenegi gosteren kolonilerden direkt olarak
Gram boyama yapildi. Gram pozitif kok oldugu belirlenen kolonilere sonrasinda katalaz testi
yapildi.
2.2.3.1.1.1. Katalaz testi

Mannitollii tuzlu Agar’da iireyen 24 saatlik saf kolonilerden temiz bir lam {izerine

damlatilan hidrojen peroksit ile muamele edildi. Katalaz pozitif olan kolonilerde muamele

sonrast bir koptlirme aktivitesi goriildii.
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2.2.3.1.1.2. Lam koagulaz testi

Lam koagiilaz testinde ise bagli koagiilaz = kiimelestirme faktorii (clumping factor)
gosterilmektedir. Bagh koagiilaz kiiltiir filtratlarina gegmez, hiicreye baglidir. Besiyerinden
0ze ile alinan stafilokok kolonisi lam {izerinde bir damla distile su ile homojenize edilir ve
lizerine bir damla plazma damlatilip elde ¢evrilerek karistirilir. Olumlu sonuglarda gozle

goriilen kiimelesmeler olusur (Anderson, 1983).

2.2.3.2. Genotipik identifikasyon

Molekiiler calismalarda kullanilmak amaciyla ilk olarak tiim bakterilerden asagida

bildirildigi sekilde DNA ekstraksiyonlar1 yapildi.

2.2.3.2.1. DNA ekstraksiyonu

Ik olarak S. aureus suslarindan PZR’de kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu ticari
bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak iiretici firmanin onerdigi
sekilde asagidaki gibi uygulandi:

* 200 pl saf su ile bir 6ze dolusu bakteri ependorf i¢cinde siispanse edilip iizerine 400 pl lizis
soliisyonu eklendi ve 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

* Inkiibasyonun ardindan karigima 600 pl kloroform ilave edildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi.

*Santrifiijden sonra {istte kalan s1v1 yeni bir ependorfa aktarildi ve yeni ependorf {izerine 800
ul presipitasyon soliisyonu ilave edildi. Presipitasyon soliisyonu, 720 pl steril distile su ile 80
pl 10x konsantrasyonlu presipitasyon soliisyonu ile karistirilarak elde edildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

*Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, tiip dibinde kalan pelete 100 pl 1,2 M NaCl ilave edilerek
vortekslendi.

*300 pl soguk %96’lik etanol eklenerek 10 dakika -20°C’de DNA’nin presipitasyonu
saglandi.

*10.000 rpm’de 3-4 dakika santrifiij edildi.

*Ustteki etanol dokiilerek pelet %70’lik 300 ul soguk etanol ile yikandi ve etanol

uzaklastirilarak kurutma kagidi izerinde ependorf i¢indeki pelet kurutuldu.
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*Pelet kurutulduktan sonra DNA 100 pl steril distile suda ¢ozdiiriilerek vortekslendi. Her bir
PZR reaksiyonu i¢in 1,5 ul template DNA kullanildu.

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’larin biitiinliik kontrolii %1’lik agaroz jel
elektroforezi ile yapildiktan sonra, saflik ve miktar tayinleri spektrofotometre ile yapildi.
Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslart (OD260 ve OD280)
hesaplanip, OD260/0D280 orani 1,8-2,0 arasinda olan DNA’lar saf olarak degerlendirildi ve
PZR’da kullanild1 (Sambrook ve ark, 1989).

2.2.3.2.2. PZR

Tiim PZR’larinda mastermikslerin hazirlanmasi, DNA amplifikasyonu, elektroforezis
ve PZR iirlinlerinin gériintiilenmesi iizere dort farkli basamak uygulanmistir.

Mastermikslerin hazirlanisi: Bir ornek icin PZR amplifikasyonu 50 pl toplam
hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, 25 mM MgCl> 2 mM, 10
mM dNTP 0,2 mM, 100 pmol primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, SU Taq DNA polymerase 1,5 U
(Fermentas) olacak sekilde gerceklestirilmistir. Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik
tiipler, ornek sayist kadar numaralandirilip, ig¢lerine 50’er pl hazirlanilan mastermiksten ilave
edilip lizerine DNA’dan 2’er pl alinip, ilgili tiiplerin igerine ilave edildi ve agizlar1 sik1 bir
sekilde kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,

programlandi. Kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2. Mastermiks hazirlanma oranlari

Malzeme (Konsantrasyon) Son Konsantrasyon 10 6rnek icin kullanilan miktar (ul)
Buffer (10X) 1X 50

MgCl2 (25 mM) 2mM 40

dNTP (10 mM) 0,2mM 10

Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 2

Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 2

Taq Polimeraz (5 U) 0,3 ul/ 50 wl 3

dH20 Son miktara tamamlanir 392,5

TOPLAM 500

DNA amplikasyonu: Hazirlanan tiipler termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
programlandi. Sikluslar 94°C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu takiben; 94°C’de 30
saniye denatiirasyon, 55°C (eta, etd), 57°C (tst-1, etb, luk-PV) 30 saniye baglanma, 72°C 60
saniye uzama, toplam 35 siklus, 72°C’de 7 dakika son uzama olacak sekilde ayarlandi.

Elektroforez: Elde edilen amplifikasyon ftirtinlerinden 5 pl alinarak, 1 pl 6X loading

dye boyas ile karistirildi. Toplamda 6 pl olan bu karigimin tamami alinarak jeldeki uygun
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pozisyondaki kuyucuga yiiklenmesinden sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilip DNA
ornekleri 100 voltta 45 dakika elektroforez islemine tabi tutuldu.

Goriintiileme ve Degerlendirme:. Elektroforez sliresinin  bitiminin  ardindan
goriintiileme islemine gecildi. Cikarillan %?2’lik jel bilgisayara bagli durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra
bant uzunluklar1 her PZR i¢in ayr1 ayr1 incelendi. Degerlendirme daha 6nce bildirilen sekilde
(Tablo 1) yapildi. Buna gore degerlendirmede nuc PZR igin 279 bp, tst-1 PZR i¢in 481 bp,
luk-PV PZR i¢in 433 bp, eta PZR i¢in 741 bp, etb PZR igin 629 bp, etd PZR i¢in 376 bp
uzunluklarinda bant uzunlukluklar1 arand1 (Tablo 1).

Sekans Analizi: Saha izolatlar1 igerisinde toksin genlerini tasiyanlarin varligini
belirlemek i¢in gergeklestirilen PZR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlardan birer tanesi
sekans analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in 6zel bir firmaya (Macrogen, Korea) gonderildiler.
Firmada saflastirmay1 takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizi gerceklestirildi. Elde
edilen bu sekanslar1 pozitif kontrol olarak kullanmak i¢in gen bankasi ile karsilastirildi. Bu
amagla National Center of Biotechnology Information’m web  sayfasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildi.

2.2.4. Antibiyotik Duyarhlik Testinin Yapihisi ve Degerlendirilmesi

S. aureus olarak identifiye edilmis olan izolatlara Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI)’nlin onerdigi sekilde Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak
antibiyotik duyarlhilik testi uygulandi. Bunun i¢in izolatlar MSA’da canlandirildiktan sonra
brothtaki bakteri kiiltiirii %0,9’luk NaCl iginde 0,5 McFarland (1x108 kob/ml) bulanikligma
denk gelecek sekilde ayarlandi. Hazirlanmis bakteri siispansiyonlarina steril swap daldirilip
tip icerisinde siizillerek MHA yiizeyine yayildi. Besiyeri kuruduktan sonra antibiyotik
diskleri agar ylizeyi ile temas edecek sekilde ve aralarindaki mesafe 20 mm’den yakin
olmayacak bicimde petrilere yerlestirildi. Daha sonra 35+2°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucu her bir izolat igin disk etrafindaki inhibisyon zon gaplar1 cetvelle
Olgiilerek degerlendirme daha Once bildirilen kriterlere goére yapildi (CLSI, 2017).
Antibiyogram c¢alismalarinda kalite kontrol susu olarak da S. aureus ATCC 29213 susu
kullanildi.

Antibiyotik duyarlilik testlerinde, sahada mastitis enfeksiyonlarinin tedavisinde
siklikla kullanilan 9 antimikrobiyal aileye ait 9 adet antibiyotik kullanildi. Kullanilan

antimikrobiyal ajanlar, disk igerikleri ve degerlendirme kriterleri Tablo 3’te gdsterilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan antimikrobiyal ajanlar, disk igerikleri ve degerlendirme kriterleri

Antibiyotik Antimikrobiyal L E o exs Orta . . | Kaynak
grubu ajan Disk Icerigi Duyarh Duyarh Direncli

Beta Laktam Ampisilin 10 pg >29 <28 gcl)‘lSGI
i - CLSI
Penisilin Penisilin G 10 U >29 <28 2017
. Sulphametaxazole/ CLSI
Sulfonamidler Trimethoprim 1,25/23,75 pg >16 11-15 <10 2017
Tetrasiklinler Tetrasiklin 30 ug >19 15-18 <14 %‘18;
Sefalosporinler Cefoxitin 30 ng > <22 CLSI
2016
. . CLsSI
Florokinolon Enrofloksasin S5ug >22 <22 2001
- . . CLsSI
Oksazolidinon Linezolid 30 pg >21 <21 2017
. . . CLsSI
Makrolid Eritromisin 15 pg >23 14-22 <13 2017
. . . CLsSI
Glikopeptid Vankomisin 30 ug >15 <15 2010
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3. BULGULAR

3. 1. izolasyon ve identifikasyon

Bu ¢aligmada 200 mastitisli siit orneginin Mannitollii tuzlu Agar’a ekilmesi sonucunda
bu besiyerinde sar1 ve pembe renkli iireyen tiim kolonilere Gram boyama yapildi. Gram
pozitif kok goriinlimiinde olan tiim izolatlara katalaz testi uygulandi. Katalaz pozitif oldugu
tespit edilen 65 izolat Staphylococcus spp. (%32,5) olarak degerlendirildi. Bu izolatlarin 31

(%15,5) tanesi lam koagulaz testi pozitif olmasi nedeni ile S. aureus olarak identifiye edildi.

Resim 1. MSA’da mannitol negatif (iistte) ve mannitol pozitif (altta) tireyen stafilokoklar

Identifiye edilen tiim izolatlar molekiiler calismalarda kullanilmak iizere %20’luk

Skim Milk Media’da -20°C’de muhafaza edildi.

3.2. Genotipik Identifikasyon

Mevcut S. aureus izolatlarinin fenotipik identifikasyonlarinin genotipik olarak teyit
edilmesi i¢in tim S. aureus’larda bulunan termoniikleaz genini i¢ceren “nuc” geninin varligi
PZR ile incelendi. nuc genine spesifik primerle yapilan PZR sonrasinda, 31 izolatin
tamaminda 279 bp uzunlugunda PZR iiriinii elde edilip izolatlarin S. aureus olduklar teyit
edildi. Bundan sonra 31 izolatin toksin genleri PZR ile ve antibiyotik direnglilikleri disk

diftizyon yontemi ile incelendi.
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu c¢alismada nuc geni ile S. aureus olduklar1 dogrulanmis izolatlarda toplamda 5
onemli toksin geni (eta, etb, etd, tst-1, luk-PV) varligi PZR ile incelendi.

Yapilan ¢aligmada S. aureus olarak identifiye edilen 31 adet izolatin toksin genlerinin
PZR ile incelenmesi sonucu olarak izolatlarin %48,38 (15/31)’inin bu toksin genlerinin en az
bir tanesinin bulundugu gosterildi. Toksin geni tasiyan izolatlarin %73,3 (11/15)’liniin etd,
%33,3 (5/15)’1iniin luk-PV, %26,6 (4/15)’sinin tst-1, %13,3 (2/15)’{iniin eta genlerini tasidigi
belirlendi. izolatlarin higbirisi etb geni tastmiyordu (Tablo 4, Tablo 5, Resim 2).

| 2 3 4 5 6 \Y|

nuc efa etd tst-1 uk-PVL NK
279bp  741bp 376bp 481bp 433 bp

Resim 2. Toksin genlerinin jel elektroforez goriintiileri. 1. nuc geni pozitif S. aureus ATCC
29213 susu 2. eta geni pozitif sekanslanmig saha izolat1 3. etd geni pozitif sekanslanmig saha
izolat1 4. tst-1 geni pozitif sekanslanmis saha izolat1 5. luk-PV geni pozitif sekanslanmig saha
izolat1 6. Negatif kontrol (Enterococcus faecalis ATCC 29212) M: 100 bp DNA ladder.
Calismada polimeraz zincir reaksiyonunda incelenen toksin genlerinin pozitif kontrolii
olarak bu genleri icerdigi tespit edilen sekanslanmis saha izolatlar1 kullanildi. Asagida

sirasiyla eta, etd, luk-PV, tst-1genlerinin PZR iiriinlerinin sekans sonuglari verilmistir (Resim
3, Resim 4, Resim 5, Resim 6).
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&+ Alignments ¥ Download + GenBank Graphics Distance free of resuits 8

Description sﬂ::e STfut: S:fg va||5ue Ident Accession
(] Staphyloocous aureus srain 08-02418. complate genome 809 809 89% 00 1% CPotsaesd
(] Staphylococous phage B235. complslz genome 809 809 89% 00 91% KPasieni
[ Staphylococous phage B165. complsiz genome 809 809 9% 00 91% KPogieat
(] Staphylocacous phage phiETA? DN, complete oenoms, shrai: TY32 809 809 9% 00 91% APODdgadi
(] Staphylococous phags phiETA? DA, complete oenome, srain: TY94 809 809 9% 00 91% APODasli
| Staphylococous aureus exiofaive toxin A (etz), complele cds 809 809 89% 0.0 91% L2372i
[ Staphylocacous phage phiETA DNA completa genome 809 809 09% 00 9% APODIsARi
[ 8.aureus eta gene encoding epidermobic oxin A, complete cds 809 809 09% 00 91% Mi7aart
[ S.aureus exfoktive foin A (ETA), complets cds 809 809 89% 00 91% Mirart
Resim 3. eta geni sekans sonucu

Description :ﬂ::e Jf;fl S;fg vaIEue Ident Accession

[ Stapnvlococcus aureus DNA, complete genome, shain JPOB0 51 551 94% Ge-153 9% APDITAZZI
[ Staphvlococcus aureus strain ST20130943, complee genome St BA1 O4% he-193 96% CRO1ZO7L1
[ Staphvlococcus aureus srain $T20130942, complee genome ot BA1 4% he-B3 96% CROIZOTA!
[ Staphvlococcus aureus Subsp. aureds sirain GRY. complele genome ot BA1 4% he-193 96% CROIOA0Z1
[ Stanhwlocaccus aureus gename assembly NCTC13435, chromasome 4 51 051 94% 553 96% LNBMI0%61
 Staphwlocaccus aureus sain DK:B3 evioiaiv toin D (etd). clutamyl-endopeptidase. and epidemmal cad dferentafon inhibior B (2in-B) genas. complets cds 551 051 94% he-1h3 96% KCHOG4IT
[ Stapnylococcus aureus Subsp. aureus 13197, complte genome 1 551 9% he-153 96% CPODDIS4]
[ Staphwlococeus aureus 1S256. ORFS. ORFS. eld, ORF2. edn-B, ORFT. ORFB, ORFS. ORF40. ORF11 ganes. complete cds O 551 94% he-153 96% AB0ATAXA
Resim 4. etd geni sekans sonucu
1 Staphylococcus aureus subsp. aureus TCH60, complete genome 654 2568 84% 0.0 99%
Staphylococcus aureus lukPVS, lukPVF genes for Panton-Valentine le 654 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus aureus lukPVS, lukPVF genes for Panton-Valentine le 654 654 7% 0.0 9%
Staphylococcus aureus lukPVS, lukPVF genes for Panton-Valentine le 654 654 37% 0.0 9%
Staphylococcus aureus strain ER4 panton-valentine leukocidin S (luké 5§52 654 37% 0.0 9%
Staphylococcus aureus lukPVS, lukPVF genes for Panton-Valentine le - 654 37% 0.0 9%
Staphylococcus phage phiPVL-CN125, complete genome £34 654 37% 0.0 99%
Staphylococcus phage phi2958PVL proviral DNA, complete seqeunce 654 654 37% 0.0 9%
Staphylococcus aureus strain HT20060855 LukS-PV (lukS-PV) gene, £54 654 37% 0.0 9%
EUS18789.1  Staphylococcus aureus strain HT20050287 LukS-PV (lukS-PV) gene, 634 654 3% 0.0 9%
EUSig7es.1  Staphylococcus aureus strain HT20030826 LukS-PV (lukS-PV) gene, 634 654 3% 0.0 9%
Eusiersé.l  Staphylococcus aureus strain HT20040994 LukS-PV (IukS-PV) gene, 854 834 37% 0.0 9%
EUSIS765.1  Staphylococcus aureus strain HT20020383 LukS-PV (lukS-PV) gene, §54 654 37% 0.0 9%
EUS18764.1  Staphylococcus aureus strain HT20010461 LukS-PV (lukS-PV) gene, 654 654 37% 0.0 9%
EUS18763.1  Staphylococcus aureus strain HLY19990053 LukS-PV (lukS-PV) gene, 534 654 37% 0.0 9%
Ef37i835.1  Staphylococcus aureus strain US78 PVL toxin gene, partial cds 634 654 3% 0.0 99%

Resim 5. luk-PV geni sekans sonucu
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Description

Resim 6. tst-1 geni sekans sonucu.

Tablo 4. S. aureus izolatlarinin igerdikleri toksin gen sayilari ve oranlari

eta etb etd tst-1 luk-PV
1 - - + - -
2 - - + - -
3 - - + - -
4 - - + - -
5 - - + - -
6 - - + - +
7 - - + - +
8 - - + - +
9 - - + - -
10 - - + - +
11 + - - + -
12 + - - + -
13 - - - + -
14 - - - + +
15 - - + - -
Toplam [ 2(13,3) [ 0(0,0) 11(73,3) [4(26,6) |5(333)

En az bir virulens geni tasiyan izolat sayisi=15

Tablo 5. S. aureus izolatlarinin toksin genlerinin dagilimu

Genotip Toksin gen(ler) Mevcut izolat sayisi (%)
1 etd 7 (46,6)

2 tst-1 1(6,6)

3 etd + luk-PV 4 (26,6)

4 eta + tst-1 2(13.3)

5 tst-1 + luk-PV 1(6,6)

TOPLAM 15

Max  Total Query
s6ore Score cover
804 804 9%
804 804 9%
161 781 %%

14T %%

E

value

Ident ~ Accession
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b AR
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70 rr W ]
9% EESNGN.
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Izolatlarin toksin genlerinin dagilimina baktigimizda %46,6 (7/15)’s1 yalnizca etd ve
%6,6 (1/15)’sinin yalnizca tst-1 genlerini tasidiklari; %26,6 (4/15)’sinin hem etd hem luk-PV,
%13,3 (2/15)’iiniin ise hem eta hem tst-1, %6,6 (1/15)’siin da hem tst-1 hem luk-PV
genlerini birlikte tasidiklar1 saptandi (Sekil 1).

50
45
40
35
30
25
20
15
10

etd

tst-1 etd + luk-PV

B Mevcut izolat Sayisi

eta + tst-1

tst-1 + luk-PV

Sekil 1. S. aureus izolatlarinin tagidiklari toksin genlerin say1 ve oranlari

3.4. Antibiyotik Direnclilik

Toplam

Mevcut tiim S. aureus izolatlar1 dokuz antimikrobiyal aileye ait dokuz antibiyotige
kars1 direnglilikleri incelendi. Otuzbir izolatin %58,1 (18/31)’i ampisiline, %51,6 (16/31)’s1
trimetoprim/siilfametoksazole, %35,5 (11/31)’i tetrasikline, %29,1 (9/31)’i eritromisine,

%80,6 (25/31)’sinin sefoksitine kars1 direncli oldugu belirlendi. Izolatlarin tiimii penisilin

G’ye kars1 direngli olup ayn1 zamanda enrofloksasin, linezolid ve vankomisine kars1 duyarli
oldugu saptandi (Tablo 6, Sekil 2).

Tablo 6. izolatlarin antimikrobiyellere kars1 direng oranlari

Antibiyotik ad1 Duyarh Orta Duyarh Direncli
S (%) 1 (%) R (%)
Ampisilin 13 (41,9) 0 (0,0) 18 (58,1)
Penisilin G 0(0,0) 0 (0,0) 31 (100,0)
Tetrasiklin 13 (41,9) 7 (22,6) 11 (35,5)
Enrofloksasin 31 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Linezolid 31 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Trimetoprim/siilfametoksazol | 11 (35,5) 4(12,9) 16 (51,6)
Sefoksitin 6 (19,4) 0 (0,0) 25 (80,6)
Eritromisin 12 (38,7) 10 (32,2) 9(29,1)
Vankomisin 31 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0)
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*Toplam izolat say1s1 n=31
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Sekil 2. S. aureus izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik ve direng oranlari

Genel bir degerlendirme yapildiginda incelenen izolatlarin tiimiiniin penisiline kars1

direngli olduklar1 tespit edilmis olup ayrica izolatlarin hepsinin oksazolidinon, kinolon ve

glikopepted grubu antimikrobiyel maddelere karsi tiimiiniin duyarli oldugu belirlenmistir.

En az ii¢ antimikrobiyel aileye kars1 bakterilerde direnglilik olustugunda ¢oklu direng
olarak kabul edilmektedir (Theuretzbacher, 2013). Buna goére 31 izolatin 23’ (%74,1) ¢oklu
antimikrobiyel direngli idi. Bununla birlikte izolatlarin %16,1 (5/31)’i 4, %32,2 (10/31)’si 5

antimikrobiyel aileye kars1 direngli oldugu belirlendi (Tablo 7).
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Tablo 7. S. aureus izolatlarinin antibiyotik direng fenotipleri

No Direncli Antibiyotik direncinin Direncli izolat sayisi
antimikrobiyal aile fenotipi (%)

1 Penisilin Penisilin G 2 (8,6)
Stilfonamid Trimetoprim siilfametoksazol
Sefalosporin Sefoksitin

2 Tetrasiklin Tetrasiklin 4(17,3)
Penisilin Penisilin G
Sefalosporin Sefoksitin

3 Sefalosporin Sefoksitin 1(4,3)
Beta laktam Ampisilin
Penisilin Penisilin G

4 Siilfonamid Trimetoprim siilfametoksazol 1(4,3)
Penisilin Penisilin G
Beta laktam Ampisilin

5 Penisilin Penisilin G 1(4,3)
Stilfonamid Trimetoprim siilfametoksazol
Sefalosporin Sefoksitin
Makrolid Eritromisin

6 Sefalosporin Sefoksitin 3(13,0)
Penisilin Penisilin G
Makrolid Eritromisin
Beta laktam Ampisilin

7 Beta laktam Ampisilin 1(4,3)
Penisilin Penisilin G
Siilfonamid Trimetoprim siilfametoksazol
Sefalosporin Sefoksitin

8 Penisilin Penisilin G 4(17,3)
Makrolid Eritromisin
Stilfonamid Trimetoprim stilfametoksazol
Sefalosporin Sefoksitin
Beta laktam Ampisilin

9 Tetrasiklin Tetrasiklin 6 (26,6)
Sefalosporin Sefoksitin
Siilfonamid Trimetoprim siilfametoksazol
Penisilin Penisilin G
Beta laktam Ampisilin

TOPLAM 23 (100,0)
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4. TARTISMA

Kiiresel olarak mastitis, siit sigirciligini etkileyen en korku verici bulasict bir
hastaliktir ve siit endiistrisinde varligin siirdiirmektedir. Sigir mastitisinin 6nlenmesi, tedavisi
ve bagarili bir yonetimi, her ¢iftlik sahibi i¢in vazgecilmez bir gorevdir. S. aureus kaynakli
mastitislerin sonuglari oldukca degisken olmakla birlikte kismen sus 6zelliklerine baglidir.

Tiirkiye’de yilda 11 milyon ton siit iiretildigi, siit ineklerinin %30’unun mastitisli
oldugu, mastitis sebebiyle siit verimindeki azalmanin %10 civart oldugu belirtilmektedir.
Mastitisler, toplam sigir hastaliklarinin %26’°sin1 olusturmaktadir. Ulkemizde &nceki yillarda
yapilan aragtirmalarda ¢okc¢a mastitis vakasi belirlenmis, tespit edilen vakalarin %21,4’linlin
klinik, %78,6’siin subklinik olarak seyrettigi belirlenmistir.

Mastitisin etiyolojisinde rol oynayan mikrobiyal etkenlerin dnemleri tilkelere ve ayni
iilke i¢inde degisik bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte, gerek iilkemizde gerekse
diinyada klinik ve subklinik mastitis olgularindan izole edilen mikroorganizmalar arasinda S.
aureus’un ilk siralarda oldugu yapilan bir¢ok arastirmada ortaya konmustur.

Mastitisli siit Orneklerinde yiiriitiillen arastirmalarda ise, Hazari ve ark. (2018),
Hindistan’in Chhattisgarh eyaletinde yaptig1 ¢aligmada 300 adet mastitisli siit 6rneginden 164
(%54,6) S. aureus izole ettigini bildirmistir. Sharma ve Brinty (2014), Hindistan’da yaptig1 bir
calismada 120 siit 6rneginden CMT pozitif olan 43 adet siit 6rneginden 36 (%83,7) S. aureus
izole ettiklerini tespit etmiglerdir. Wirtu ve ark (2018), Etiyopya’nin Bishoftu sehrinde yaptig1
calismada 46 ¢iftlik hayvanin toplamda 128 meme kanalinin 21’1 CMT pozitif olarak
belirleyip, 9 meme kanalindan (%42,8) S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Hamid ve
ark. (2017) Hindistan’in Jamnu sehrinde yaptiklar1 calismada 160 adet mastitisli siit
orneginden 36 (%22,5) S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Hoque ve ark. (2018) yaptig1
bir calismada Banglades’te tesadiifi olarak taranan 175 inekten 50 tanesi CMT ile mastitis
oldugunu belirlemisler ve bu siit 6rneklerinden izole edilen S. aureus oranini %62 olarak
bildirmislerdir. Saglam ve ark. (2017) Kars’ta yaptiklar1 calismada CMT pozitif olan 235 siit
orneginden 117 (%49,7) Staphylococcus izole ettiklerini tespit etmislerdir. Tel ve ark. (2009)
Sanliurfa’da yaptiklar ¢aligmada subklinik mastitisli ineklerden aldiklar1 258 siit 6rneginden
84 (%32,5) S. aureus izole ettiklerini bildirmislerdir. Sevinti ve Sahin (2009)’in Kars’in
Sarikamis ilgesinde yaptiklar1 bir ¢galismada CMT pozitif 61 inekten alinan 79 siit 6rnegi
mikrobiyolojik muayeneye tabi tutuldu ve 61’inde lireme gozlendi ve %34,3 oraninda S.

aureus izole ettiklerini bildirdiler. Kaynarca ve Tirkyilmaz (2010)’in Aydin yoresinde

48



yaptiklar bir ¢alismada 152 sagmal inekten aldiklar1 339 siit numunesinden %?24,5 oraninda
koagiilaz negatif stafilokok ve %20,9 oraninda ise koagiilaz pozitif stafilokok izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise mastitisli 200 adet inek siit 6rneginden 31 adet (%]15,5) S.
aureus izole edilmis olup bu oran, . Bunun sebebi olarak hayvanin yasi, calisilan numune
sayisi, hijyen sartlari, farkli cografik bolgeler, iklim cesitlilikleri, farkli yontemle yapilmis
caligsmalar olabilecegi diisiinilmiistiir.

Bu c¢alismada mastitise sebep olan S. aureus’larin bazi toksin genlerinin
belirlenmesinde PZR kullanildi. Avustralya’da Gogoi-Tiwari ve ark. (2015) mastitisli
ineklerden izole ettigi 154 S. aureus izolatindan %8,44 tst-1 ve %2,6 luk-PV geni tespit
etmistir. Cin’de Wang ve ark. (2014) yaptig1 ¢alismada 3 ayr1 Holstayn ciftliginden toplanan
toplam 353 siit orneginden izole edilen 29 S. aureusizolatinin %41,5’inde luk-PV genine
rastladiklarini bildirmiglerdir. Kot ve ark. (2016) yaptig1 bir ¢alismada Polonya’da, viriilens
gen profili incelenmek {izere subklinikli mastitisli ineklerden izole edilen 124 S. aureus
suslarindan %2,4’tinde tst-1 geni, %5,6’sinda eta geni, %8,9’unda ise etd geni varligini
bildirmislerdir. Xie ve ark. (2011) yaptig1 ¢alismada Cin’de 14 ayr1 sehirdeki 16 ayri
hastanedeki hasta insanlardan izole edilen 108 S. aureus izolatlarinda toksin genlerinin
dagilimin1 %48,1 tst-1 geni, %1,8 eta geni, %8,3 etd rapor etmislerdir. Tokaijan ve ark.(2011)
Liibnan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada hastaneden izole edilen 93’ii metisilin direngli (MRSA),
37’si ise metisilin duyarli (MSSA) toplam 130 adet S. aureus izolatinin eta ve etb genlerinin
varligin1 incelemisler ve her iki grupta eta prevalansi %11 iken, eth prevalansi ise metisilin
direngli S. aureus izolatinda %3, metisilin duyarli S. aureus izolatinda %9 olarak
bulundugunu bildirmislerdir. Baniardalan ve ark. (2017) Iran’in Hamedan sehrinde yaptig1 bir
caligmada 7 adet siit inegi siiriisiinden toplanan siit rneklerinden 76 adet S. aureus izolatinda
%1,3’linde tst-1 geni saptamuslardir. Arias ve ark. (2016)’in Kolombiya’da Kolombiya
Hastanesi’nden izole ettikleri 81 S. aureus izolatinda %2,5 oraninda eta geni, %42 oraninda
etd geni ve %6,2 oraninda tst-1 geni tespit etmislerdir. Hayakawa ve ark. (1998) Japonya’da
yaptiklar1 bir ¢aligmada mastitisli inek siitiinden izole edilen 162 adet S. aureus izolatindan 2
tanesinde (%1,2) eta geni bulundugunu saptamislardir. Farahmand-Azar ve ark. (2012) iran’m
Dogu ve Bat1 Azerbaycan sehirlerinde yaptiklar: ¢aligmada 9 ayn ¢iftlikten izole edilen 58 S.
aureus izolatinda, 9 izolatta (%15,5) tst-1 geni tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
ise %13,3 oraninda eta, %73,3 oraninda etd, %26,6 oraninda tst-1 ve %33,3 oraninda luk-PV
geni belirlenmis olup izolatlarda etb genine rastlanmamustir.

Enfeksiyon hastaliklardan koruma ve tedavi amaciyla hayvanlarda genellikle

amoksisilin,  tetrasiklinler, aminoglikozidler, florokinolonlar, sulfonamid, tilosin,
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linkozamidler, kolistin ve pleuromutilinler gibi ¢esitli antimikrobiyeller kullanilmaktadir
(Gyles 2008, Hendriksen ve ark. 2008). Ciftlik hayvanlarinda antimikrobiyel kullanimi, bu
hayvanlarda bulunan bakterilerde antimikrobiyel direncin olusmasina ve prevalansinin
artmasina neden olmaktadir. Bu bakteriler, dogrudan temas veya bu hayvanlardan elde edilen
tiriinlerle dolayli olarak insanlara gegebilmekte ve insanlarda kullanilan antimikrobiyellerin
etkisini azaltabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda S. aureus izolatlarinin penisiline
%19-90,7, amoksisiline %36,6-45,6, metisiline %0-17,5, eritromisine %3,3-21,5, gentamisine
%0-56,3, tetrasikline %3,3-26,1, trimetoprim-sulfometaksazole 9%1,8-45,6, linkomisine
%22,3 ve kinolonlara %0-13 oranlarinda direncgli olduklar1 belirlenmistir (Celik ve Solmaz
2010, Giler ve ark 2005, Macun ve ark 2011, Sevinti ve Sahin 2009, Tel ve Keskin 2011,
Tiiriitoglu ve ark 2006, Unal ve ark 2012, Unal ve Istanbulluoglu 2009).

S. aureus suslariin gesitli antibiyotiklere kars1 direng profilleri bir¢cok calisma ile
belirlenmistir. Geng¢ ve Kaya (2015)’nin yaptig1 bir ¢caligmada, subklinik mastitisli ineklerden
topladigi 100 adet siit numunesinden 28 adet S. aureus izole edilmis olup bu izolatlarin %701
enrofloksasin ve %100 oraninda penisiline direnglilik gdstermis olup ayni1 zamanda izolatlarin
%60’1 ampisiline ve tamami trimetoprim siilfametoksazole duyarli bulunmustur. Wang ve ark.
(2018)’1in yaptig1 calismada, mastitisli ¢ig siitlerden izole ettigi 96 S. aureus izolatinda
penisiline %31,3, enrofloksasine %15,6, eritromisine %5,2 ve tetrasikline %1 oraninda
direnclilik bildirmiglerdir. Yang ve ark. (2016)’1n Kuzeybati Cin’de yaptiklari ¢alismada,
mastitisli ineklerden izole edilen 44 adet S. aureus izolatinda tetrasikline %15,9, penisiline
%84,1, eritromisine ise %20,4 oraninda direnglilik bildirmislerdir. Giiney Etiyopya’da Daka
ve ark. (2012)’1n yaptiklar1 bir ¢alismada 78 S. aureus izolatinin %38,5’inin vankomisine
direncli oldugunu tespit etmislerdir. Rosario ve ark. (2017)’1n Uruguay’da 12 farkli sehirden
subklinik ve klinik mastitisli ineklerden 8 yillik periyotlarca (2008-2015) izole ettikleri
toplam 1631 S. aureus izolatindan disk diffiizyon yontemi ile antibiyogram yapilmis olup
penisiline en yiiksek direnclilik 2010 yilinda %36,9 olarak belirlenmigken eritromisin direng
orani 2015 yilinda %35,7 olarak bildirilmistir. Mehmeti ve ark. (2016)’1n Kosova’da klinik
mastitisli ineklerden izole ettikleri 89 adet Staphylococcus spp. izolatindan disk diffiizyon
yontemiyle yaptiklar1 antibiyogram sonucunda eritromisine %3,3, tetrasikline 9%050,6,
penisiline %91,0 ve ampisiline %68,5 oraninda direnglilik bildirmislerdir. Dokutan ve ark.
(2016)’1n klinik 6rneklerden izole ettikleri 183 adet S. aureus izolatinin tamami linezolide
duyarli oldugu bildirilmistir. Arias ve ark. (2016)’1n Kolombiya’da hasta insanlardan izole
ettikleri 81 adet S. aureus izolatindan, disk diffiizyon yontemiyle yaptiklar1 antibiyogram

sonucunda tetrasikline %27,2 oraninda direnglilik oram1 mevcutken, trimetoprim
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stilfametoksazole direngli izolata rastlanmadigini bildirmislerdir. Ertem ve ark. (2013)’in
yaptiklar1 ¢alismada hastane kaynakli toplam 172 izolat degerlendirilmis olup izolatlarin 60’1
metisilin direngli S. aureus, 60’1 metisilin direngli koagiilaz negatif Staphylococcus spp. ve 52
tanesi Enterococcus spp. olarak identifiye edilmis ve c¢alismadaki tiim Staphylococcus’lar
linezolide duyarli bulunmustur. Garipcin ve Seker (2015)’in Afyonkarahisar’da 35 farkli 6zel
ciftliklerden topladiklari toplam 400 (150 insan, 250 ¢iftlik hayvani) nazal svab 6rnegi aldilar.
Insan nasal svablardan %8,7 (13/150) ve ¢iftlik hayvanlarindan %1,2 (3/250) oraninda MRSA
izole ettiler ve ¢iftlik hayvanlardan izole edilen MRSA’larda yapilan antibiyogram sonucunda
tiim izolatlar eritromisine direngli iken, trimetoprim siilfametoksazole ve tetrasikline duyarlt
bulunmustur. Tassew ve ark. (2016)’in Etiyopya’da klinik ve subklinik mastitisli ineklerde
yaptig1 caligmada 40 inekten alinan toplamda 53 6rnekten izole edilen S. aureus izolatlarindan
disk diffiizyon yoOntemiyle antibiyogram yapildi ve izolatlarin hicbirinde eritromisine
direnglilik rastlanmazken tetrasikline %77,4, sefoksitine %47,2, penisiline %100 oraninda
direnclilige rastlandi. Yaptigimiz ¢alismada ise toplam 31 S. aureus izolatlarinda ampisilin,
penisilin G, tetrasiklin, enrofloksasin, linezolid, trimetoprim siilfametoksazol, sefoksitin,
eritromisin ve vankomisine direnglilik oranlar1 sirasiyla %58,1, %100, %35,5, %0, %0,
%51,6, %80,6, %29,1 ve %0 olarak bulunmustur.

Yaptigimiz bu calismada izolatlarin %74,1’inin ¢oklu antibiyotik direncine sahip
olmas1 dnemli ve dikkat cekici bir bulgudur. Direngli izolatlar, direkt temas sonucu diger
ciftlik hayvanlarina bulasabilecegi gibi farkli yollarla (damlacik, hastane kaynakli, sindirim)
insanlara da bulasabilmektedir. Patojen mikroorganizmalarin c¢oklu antibiyotik direng
Ozelliklerinin ¢esitli yollarla (konjugasyon, transdiiksiyon) diger mikroorganizmalara
aktarilmas1 ve artmast ve benzer antibiyotik gruplarmmin insan ve hayvan tedavisinde
kullaniliyor olmasi, hayvan ve insan tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik cesidinde bir
azalmaya yol agacag1 sonucunu da kuskusuz beraberinde getirmektedir. Bu durumda direngli
bakteri suslarinin ortaya ¢ikmasina neden olan antibiyotigin etkinligi azalmakta, buna bagh
olarak ila¢ kullanim1 da artmaktadir. Konu bu yonii ile 6nemli bir halk sagligi problemidir.
Ozellikle Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde ¢iftlik hayvanlarinda MDR (goklu ilaca
direngli) suslarin sayisinin artmis olmasi hayvancilik ve insan sagligi i¢in ciddi bir tehdit
olmakla birlikte ayrica patojenik olan bu izolatlarin antimikrobiyal direngliliklerinin diizenli

araliklarla izlenmesi gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada S. aureus identifikasyonunda fenotipik ve genotipik yontemler birlikte
kullanilmistir. Her ne kadar konvansiyonel yontemler kullanilarak gerceklestirilen izolasyon
ve identifikasyon, altin standart olarak kabul edilse de, molekiiler ¢alismalarin daha kisa
stirede ve daha giivenilir sonuglar vermesi gibi sebepleriyle zamandan tasarruf bakimindan
laboratuvarlarda daha sik kullanimi yararl olmaktadir.

Bu ¢alismada subklinik mastitisli ineklerden alinan siit orneklerinden elde edilen S.
aureus izolatlarinda 6nemli toksin genlerinin varligi incelendi ve 31 S. aureus izolatinin 15
tanesinde en az bir adet toksin geni saptandi.

Enterotoksin {ireten S. aureus izolatlar1 insanlarda gida zehirlenmelerine yol
acmaktadir. Yeterli pastorizasyon islemi gérmemis siitlerde bu toksinleri iireten patojenin
bulunmasi halk sagligi agisindan potansiyel bir tehlikedir. Bu nedenle ¢alismamizda elde
edilen stafilokok izolatlarinda belirlenen toksin genlerini (eta, etd, luk-PV, tst-1) tasiyan
izolatlarin oraninin azimsanmayacak diizeyde olmasi 6nem arz etmektedir. Ciinki, S.
aureus’un toksinleri ile insan ve hayvan hastaliklar1 arasinda 6nemli bir korelasyon
mevcuttur. Sindirim sistemi yolu ile alinan toksik sok sendrom toksin-1 tasiyan siitler
insanlarda septik soka bagl olarak ¢oklu organ yetmezligine, eksfoliyatif toksin (ETA, ETB,
ETD) tasiyan siitler insanlarda deride eksfoliyasyon, biilloz impetigo ve yenidoganlarda
stafilokokkal haslanmis deri sendromu gibi deri hastaliklarina, Panton-Valentine Lokosidin
toksini tasiyan siitler alindiginda bakterinin konak 16kosidal etkisinden kurtulmasina neden
olmasi acisindan 6nemlidir. Bu toksinlerin etki mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasiyla
birlikte, bu toksinlere 6zel inovativ terapotikler (nétralizan antikorlar) ve asilar gelistirilebilir.

(Calismamizda izole edilen S. aureus izolatlarinin %74,1 oraninda ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olmasi da énemli bir diger konudur. Ozellikle ciftlik sahiplerinin rastgele
uyguladiklart antibiyotikler sonucunda olusan antimikrobiyal direncin yayilmasi nedeni ile
¢oklu antibiyotik direncine sahip izolat sayisi da azimsanmayacak diizeydedir. Tedavi
basarisizligin1 6nlemek amaciyla; antibiyotik kullanma kalitesi iyilestirilmeli, antibiyotik
kullanim1 konusunda klinisyenler bilgilendirilmeli, bdlgesel diren¢ oranlari saptanmali ve
buna gore antibiyotik kullanim politikalar1 olusturulmalidir.

Materyal topladigimiz isletmedeki S. aureus orijinli mastitis vakalarinin sagaltiminda
ampisilin, penisilin, sefoksitin, eritromisin ve trimetoprim siilfametoksazole karsi direnglilik

oranlar yliksek olmasi nedeniyle bu antibiyotikler artik bu isletmelerde kullanilmasi tavsiye
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edilmemektedir. Bu antibiyotikler yerine direnglilik oranlari daha diisiik olan tetrasiklin,
linezolid, enrofloksasin, vankomisin gibi antibiyotiklerin tedavi amaci ile kullanim1 isletme
acisindan daha yararli olacaktir. Mastitis etkenlerinin antimikrobiyal direncliliklerinin belirli
periyotlarla kontrol edilmesi basarili ampirik tedaviler i¢in gereklidir.

Sonug olarak; materyal alinan isletmede mastitisli ineklerin siitlerinden izole edilen S.
aureus izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direngli izolatlarin varligi isletmede ciddi bir direng
probleminin bulundugunu ortaya koymus ve gesitli toksin genlerine sahip patojenik S. aureus
izolatlarinin olmas1 bu hayvanlardan elde edilen siitlerin halk sagligi agisindan ciddi bir tehdit
olusturabilecegini kanaatini dogurmustur. Bundan sonra yapilacak c¢aligmalarda izole edilen
tim S. aureus izolatlarinin 6nemli diger viriilens genlerinin incelenmesi ve eger mevcut ise
izolatlar  arasindaki klonal yayillimin ortaya konulmasmnin patojenik  suslarin

epidemiyolojilerinin ortaya konulmasi agisindan yararli olacaktir.
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