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ONSOZ

Subklinik mastitisli  sitcti  kecilerde Koagulaz Negatif Stafilokoklar st
orneklerindeki izole edilen patojenler agisindan dinya genelinde % 44,7-% 95,9
oranlarinda morbiditeye sahip olarak rapor edilmistir. Siitcli keci ¢iftliklerinde subklinik
mastitis vakalarinin ortalama prevalans: ise dinya genelinde % 20-% 35 arasinda
seyretmektedir ve diisiik siit kalitesi ile siit iiretimindeki rediiksiyondan dolayr onemli

ekonomik kayiplarla sonu¢lanmaktadir.

Ciftliklerde kullanilan antibiyotiklerin meme i¢i uygulanmasi azalmistir. Clnku bu
durumun kuru donemdeki kii¢iikbas hayvanlarda subklinik mastitis tedavisi i¢in etkili
oldugu kanmitlanmistir. Etkili meme i¢i antibiyotik tedavisi memede biyofilm iireten
Stafilokoklar tarafindan elimine edilebilmektedir. Siit ¢iftliklerinde antibiyotiklerin yaygin
kullanim1 seleksiyona ve antibiyotik direngli bakteriyel suglarin ortaya ¢ikmasina yol
acabilmektedir. Coklu direnglilige sahip suslarin ve 6zellikle metisilin direngli Koagulaz
Negatif Stafilokok suslarinin siitlerde belirlenmesi, etkenin potansiyel yayilimi igin énemli
bir sorun olarak gorilmektedir. Metisilin direncli Koagulaz Negatif Stafilokok suslarinda
direnclilik, tim beta-laktam antibiyotiklere direncliligi saglayan diistik-affiniteli penisilin
baglayan proteini (PBP2) kodlayan mecA geninin varligi ile karakterize edilmektedir.
Sutcl kecilerde ise Koagulaz Negatif Stafilokoklarin yayilimi ve séz konusu patojenlerin

antibiyotik direnclilikleri hakkinda yapilan arastirmalara sik olarak rastlanamamaktadir.

Bu ¢alismada Aydin yoresinde halk elinde bulunan kegilerden siit 6rnekleri alinarak
Koagulaz Negatif Stafilokok varligi agisindan kontrol edilmesi ve elde edilen suslarin
antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir. Boylece yetistiricilere rehber
olunmasi, ayrica konvansiyonel ve molekiiller metotlarin es zamanli olarak

uygulanabilirliginin ortaya konmasi amag¢lanmaktadir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan VTF-12028 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Stafilokoklar ilk kez 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmis, 1880’de
Pasteur, sivi besiyerinde iiretmis, 1881 yilinda Sir Alexandar Ongston bazi piyojenik
apselerde etken olarak gruplar halinde koklar gorerek bunlar1 “Stafilokok” olarak
isimlendirmistir (Archer 1990). Mikroorganizmanin izole edilmesi ve laboratuvar
Ozellikleri 1884 yilinda Rosenbach tarafindan gergeklestirilmistir. Rosenbach bu
mikroorganizmanin iki farkli renkte koloni olusturdugunu gozlemis, sari-portakal renkli
kolonileri S.pyogenes aureus, beyaz kolonileri S. pyogenes albus olarak isimlendirmistir.
1891 yilinda S. epidermis albus ismi kullanima girmistir (Patrick ve ark 1990). Bakterinin
Kraus ve Clairmont tarafindan 1900°da alfa toksini, Glenny ve Stevens tarafindan 1935°te
beta toksini bulunmustur. Smith ve Price 1938’de gama toksin ve Williams ile Harper
1947°de, delta toksin varligini agiklamiglardir. Todd ve arkadaslari tarafindan 1978’de,
yeni bir hastalik olarak “Toksik Sok Sendromu” tanimlanmistir (Ak¢am ve ark 2007).

Bergey’in  “Manuel of Systematic Bacteriology”’kitabinin 1986 basiminda
Micrococcaceae ailesi 4 cinsi icermekteydi: Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus ve
Staphylococcus. Daha sonraki genetik calismalar (DNA-ribozomal RNA hibridizasyon,
16S rRNA sekanslama) ve kemotaksonomik analizler (hiicre duvart1 kompozisyonu,
hiicresel yag asitleri) bu mikroorganizmalarin ¢esitliligini géstermis ve bu dort cinsin tek
bir aileye baglanmamasi gerektigini ortaya koymustur. Son Bergey’s Manual’e gore
Stafiokoklar Bacilli sinifinda (ClassIII) Bacillales takiminda yer almaktadir. Bu takimda 7
familya vardir ve Veteriner Hekimlikte Onemli olan patojenleri igeren iki familya

(Listeriaceae ve Staphylococcaceae) bulunur (Winn ve ark 2006).

Gunumuze kadar Staphylococcus genusunda 33 tir ve 17 alt tiir saptanmustir.
Stafilokok tiirleri DNA/DNA iliskileri ve fenotipik Ozelliklerine gbére her gecen giin
degismekle birlikte en az dort grup altinda toplanabilirler:



Birinci grupta (S. epidermidis grubunda); S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S.
haemolyticus, S. hominis ve S. saccharolyticus tdrleri,

Ikinci grupta (S. saprophyticus grubunda); S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus

tarleri,
Uciincli grupta (S. simulans grubunda); S. simulans, S. carnosus tiirleri,

Dordincu grupta (S. sciure grubunda); S. sciure, S. lentus tiirleri yer almaktadir
(Tlnger 2004, Tlnger ve ark 2005).

S. aureus, S. auricularis, S. intermedius, S. hyicus ve S. caseolyticus herhangi bir
gruba sokulamamustir. Insanlarda ve hayvanlarda Stafilokok infeksiyonlarina éncelikle S.
aureus neden olmaktadir. Firsat¢1 patojenler olan S. epidermidis ve S. saprophyticus da
siklikla infeksiyon olustururken; daha nadiren S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S.
saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans da firsat¢1 infeksiyonlara sebep olmaktadirlar
(Bilgehan 2000, Waldvogel 2000).

1.1. Epidemiyoloji

Cevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan Stafilokok tiirleri, insan ve
hayvanlarin derisinde, list solunum yolu, alt sindirim ve {irogenital sistem mukoz
membranlari ile iliskili mikroorganizmalardir. insan ve hayvanlarin derilerinde Koagulaz
Negatif Stafilokoklar (KNS) vardir ve nemli deri kivrimlarinin S. aureus’la gegici
kolonizasyonu yaygindir. Yeni doganda kesilmis gébek kordonu, deri ve perineal bdlgenin
S. aureus’la kolonizasyona sik rastlanir. S. aureus ve KNS’lar orofarinks, gastrointestinal
sistem (GIS) ve iirogenital sistemde de bulunurlar. Biiyiik ¢ocuk ve eriskinlerde kisa siireli
veya kalict S. aureus tasiyiciligi, 6n nazofarinkste orofarinksten daha yaygindir. Normal
saglikli erigkinlerin yaklasik % 15’inde nazofaringial S. aureus taysiyiciligi bulunmakla
birlikte yatan hastalar, saglik personeli, ekzematdz deri hastalif1 olanlar ve siirekli ilag
kullananlarda daha yiiksektir. Mukozal epitele bu mikroorganizmalarin yapismasi
Stafilokokal hiicre yilizey adezinleri tarafindan saglanir. Stafilokoklarin deri ve
nazofarinkste bulunmalarindan dolay1 yayilmasi kolaydir ve bircok hastane kaynakli
infeksiyondan sorumludurlar. Stafilokok tiirleri insan ve hayvanlarda firsat¢1 patojen olarak

tanimlanmalarinin yaninda, hayvanlarda mastitis, kuzu piyemisi, atlarda botriyomikozis



olmak {izere lokal ve genel irinli enfeksiyonlara neden olurlar. Insanlarda gida kaynakli
infeksiyonlara neden olduklarindan halk saglig1 agisindan dnemleri bulunmaktadir. Ayrica
disaridan alinan gidalarla sindirim kanalina geger ve sistemde de gecici flora bakterisi
olarak izole edilebilirler. Bu mikroorganizmalar duyarl kisilere direkt temas ve kontamine

materyallerle transfer edilebilir (Murray ve ark 2005).

Stafilokoklar, Ozellikle eksudatlardaki kurumaya haftalarca dayaniklidirlar.
Ozellikle irin ve siit gibi organik materyallerde, degisik cevresel kosullarda yasam siireleri
2-3 aydan daha fazla olabilir. Bazi suglar 60°C’de 30 dakika canli kalabilir. Ayrica, pH 4.0-
9.5 arasindaki degisimlere ve % 7.5 tuz konsantrasyonuna olduk¢a direnglidir.
Stafilokoklar genel amagli kullanilan dezenfektanlara duyarlidir, ancak fenolik bilesikler

gibi dezenfektanlara direnclidir (Waldvogel 2000, Bilgehan 2000).

1.2. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Stafilokok tiirleri kok seklinde, 0.5-1.5um (ortalama 1um) ¢apinda, tek tek, ¢iftler,
veya diizensiz kiimeler tarzinda goriiniirler. Ismini Yunanca'dan iiziim salkimi anlamina

gelen “Staphylo” kelimesinden almistir (Aydin ve ark, 2006).

Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kemoorganotrofik bakterilerdir. Geng kulturler
kuvvetli gram pozitiftir, ancak eskiyen kultirler gram negatif boyanabilir. Hem oksidatif
hem de fermentatif metobolizmaya sahiptirler. Genellikle katalaz pozitiftirler. Sitokromlari
bulunur, fakat ¢cogunlukla oksidaz negatiftir. Nitritleri nitratlara indirger. Lizostafin ile
lizise duyarli olmalarina karsin lizozime duyarh degildirler. Kapsiil olusumu degiskendir.
Genellikle kapsiil olusumu kiiltiir isleminin ilk doéneminde (3-4 saatlik donemde)
sekillenirken uzayan kiiltiirlerde kapsiil olusumu goriilmemektedir. Iki tir(i S. aureus
subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus anaerobiktir ve katalaz negatiftir ( Alen ve ark
2008, Bannerman 2006).



1.3. Kultur Ozellikleri

Stafilokoklar kiiltiir ortaminda c¢abuk iireyen bakterilerdir. Uretilmeleri icin temel
besiyerleri yeterlidir. Kat1 ve sivi besiyerlerinde bir gecelik inkiibasyonlarda yogun olarak
urerler. Stafilokoklar aerop ve fakultatif anaerobik bakterilerdir. Yuksek tuz
konsantrasyonunda (% 10 NaCl) ve 18-40 °C arasinda klasik besiyerlerinde tireyebilme
Ozelliklerine sahiptir. Optimal tireme 1s1s1 30-37°C ve pH: 7-7,5’tir. Kat1 besiyerlerinde
kolonileri kisa siirede sekillenir. Besiyeri ve inkubasyon kosullarina bagli olarak pigmentli
koloniler olustururlar ve kolonilerin ¢apt 2-4 mm kadardir. Pigmentleri tiirden tiire
degisiklik gostermektedir ve beyaz, krem bazen de sari-kirmizi olabilir. Koloniler, S tipli,
kenarlar1 diizgiin, yuvarlak ve parlak goriintimliidiir. Kanli agarda iiretildiklerinde birgok
patojen tlir hemoliz olusturur. CO; hemolizin olusumunu arttirir. Stvi ortamlarda ise
homojen bulaniklik yaparak iirerler ve iireme siiresi arttik¢a bulaniklik diizeyi de artar ve
dipte tortu olusur. Stafilokok pigmentlerinin suda erimemesi nedeniyle, kati ortamlarda
pigmentli olan kolonilerin buyyonda iiretilmesi sonrasinda pigment olusumu goriilmez.
Mikroskopta kati Kkiiltlirlerden hazirlanan preperatlarda iiziim salkimi1 seklinde kok
kiimeleri goriiliirken, ¢alkalanmis sivi ortamlarda tek tiik koklar goriilmektedir (Alen ve

ark 2008, Bannerman 2006).

1.4. Patojenite Determinantlar:

Stafilokok tiirlerinde antijenik yap1 olduk¢a komplekstir ve farkliliklar gosterir. Bu
yapilarin en Onemli Ozelliklerinden biri, Stafilokoklar ile mikrokoklarin taksonomik
ayrilmasi i¢in yarar saglamasidir. Peptidoglikan; polisakkarit polimer igeren bagh
altbirimler, hiicre duvarinin sert iskeletini olusturur. Peptidoglikan kuvvetli asitlerle veya
lizozime maruz birakarak pargalanilir. Bu infeksiyonlarin patogenezisi agisindan énemlidir.
Bu monositler tarafindan opsonik antikorlarin ve interleukin-1'in (endojenik pirojen)
iretimini aydinlatmaktadir. Bu polimorfniikleer 16kositler i¢in kimyasal atraktant olabilir,
endotoksin benzeri aktiviteye sahip olabilir, lokalize Shwartzman fenomeni Uretebilir ve
komplementi aktive edebilir. Gliserol veya ribitol fosfatin polimeri olan teikoik asit
peptidoglikana baghdir. Protein A, IgG3 disindaki tiim IgG molekiillerinin Fc kismina
baglanan S. aureus suslarinin hiicre duvar1 komponentidir ve bazi KNS’larda da bulunur.

Protein A'nin engelledigi IgG'nin Fab kismu spesifik antijen ile kombinasyon icin serbesttir.
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Protein A immunoloji ve diagnostik laboratuvar teknolojisinde 6nemli bir reaktif olmustur;
Ornegin, spesifik bakteriyel antijenlere karsi Ig molekiiliine baglanan protein A bakteriyi

aglitine eder (koaglitinasyon) (Brooks ve ark 1997, Aydin ve ark 2006).

Baz1 Stafilokok tiirleri spesifik antikorlar olmadiginda polimorfoniikleer
l6kositlerin yaptig1 fagositozu inhibe eden kapsiile sahiptir. Birgok S. aureus susunda
polisakkarid yapida bir mikrokapsiil bulunmaktadir. Bu ekzopolisakkarid bakteriyi
fagositozdan korur ve konak hiicrelerine adherensini saglar (Tiinger 2004). Stafilokok
tirlerinin bir kism1 hiicre duvari yiizeyinde koagulaz veya clumping faktdre sahiptir;
koagulaz enzimsel reaksiyon olmadan fibrinojene baglanir, bakterinin kiimelenmesini

saglar (Brooks ve ark 1997).

Bazi bakterilerin en dis boliimiinde glikokaliks denilen yapiskan bir tabaka bulunur.
Eger bu glikokaliks tabakasi kalin, bakteri yapisi icinde belli bir yeri olan ve hiicre
duvarina sikica yapisik durumda ise buna kapsiil adi verilir. Eger bu tabaka ince, hiicre
duvarina sikica yapisik durumda degil ve kolaylikla ayrilabilir bir yap1 ise buna slaym
tabakas1 denir. Slaym faktér % 40 karbonhidrat ve % 27 protein igerir. Stafilokoklarin
tutunduklar1 diiz yiizeylerde olusturduklari slaym tabakasi bakterilerin de tutunduklari
yiizeylerde hizla kolonize olmalarma ve konak¢t savunma mekanizmalarindan
korunmalarina yol agar (Tiinger ve ark 2004, Cengiz ve ark 2006). Slaym {iretimi
Stafilokoklarda 6nemli bir patojenite faktori olarak kabul edilmektedir. Bu faktorin
mikroorganizmanin konak hiicreye veya yapay yiizeylere adezyonunu saglayarak etkili
oldugu gosterilmistir (Christensen ve ark 1994, Keskin ve ark 2003, Cengiz ve ark 2004).
Keskin ve arkadaslar1 (2003), mastitisli inek siitlerinden ve tavuklardaki lezyonlardan izole
edilen patojenik KNS suslarinin, saglikli hayvanlardan izole edilen kontrol suslarina oranla
daha fazla oranda slaym olusturduklarini ve daha aderan olduklarini1 bildirmislerdir.
Yizeylerde bulunan fibrin, fibronektin ve slaym faktéri ile bir biyofilm tabakasi
olusmakta, kolonizasyon meydana getirmekte ve bu biyofilmden ayrilan
mikroorganizmalar sepsise yol agmaktadirlar (Karaca ve ark 2001). Biofilm ve slaym
terimleri birbirleri yerine kullanilabilmektedir (Arciola ve ark 2002). Slaym faktor
mikroorganizmayi kaplayarak viicudun savunma mekanizmalarindan korur. Bu maddenin
kemotaktik etkisinin de bulundugu fakat slaym tarafindan uyarilan polimorf cekirdekli

l6kositlerde  miyeloperoksidaz  salimimiin  yetersiz  oldugu  gosterilmistir. Bu



mikroorganizmanin, hiicre i¢inde yasam siiresinin uzamasina ve fagositozdan korunmasina
neden olmaktadir (Aybay ve ark 1997). Ayrica, slaym olusturan mikroorganizmalarla
gelisen infeksiyonlarda antibiyotik tedavisi basarisizligina ve kronik infeksiyonlara daha

sik rastlanmaktadir (Christensen ve ark 1994).

1.5. Toksin ve Enzimleri

Stafilokoklar hem ¢oklu ve hizlica dokulara yayilabilir hem de bir¢ok ekstraselliiler
substanslarin iiretimi vasitasiyla hastalik olusturabilir. Toksinlerin birgogu plazmidlerin
genetik kontrolii altindadir; bir kism1 hem kromozomal hem de ekstrakromozomal kontrol
altinda olabilir;  digerlerinin  genetik  kontroliiniin  mekanizmas1 tam  olarak
tanimlanamamustir. Stafilokok tiirleri ekzoprotein iiretimi bakimindan oldukga aktiftirler.
En aktif tir olan S. aureus incelendiginde, Stafilokoklarin ekzoproteinleri hakkinda detayl
bilgi edinilmesi miimkiindiir (Brooks ve ark 1997). Bunlar1 genel olarak iki grupta
incelemek yararlhdir. Ik grupta suslarin virulansim belirleyen yapilar bulunur ve bunlar;
koagulaz, hemolizinler (alfa, beta, gamma, delta), nikleazlar (DNAz), proteazlar, esteraz,
lipazlar, stafilokinazlar (plazminojen aktivatori), fosfolipaz, hyaluronidaz ve
kollegenazdir. Bu proteinlerin temel gorevleri, konak¢i dokuda bakteriyel iireme icin
gerekli olan besinleri ve etkenlerin iiremesi igin uygun ortami saglamaktir. Yukarida
belirtilen ekzoproteinlerden farkli olarak bazi suslar, bir veya birden daha fazla ilave
ekzoprotein sentezler. Bunlar ise; toksik sok sendrom toksin-1 (TSST-1), Stafilokokkal
enterotoksnler (SEA, SEB, SECn, SED, SEE, SEG, SEH, SEI), eksfoliatif toksinler (ETA,
ETB) ve 16kosidin olarak tanimlanmaktadir. Bu toksinlerin her biri immun sistem hiicreleri

tizerine giiclii etkilere sahiptir (Aydin ve ark 2006).

1.5.1. Katalaz

Stafilokoklar hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiren katalazi tiretir (Brooks
ve ark 1997). Hemoprotein yapisindadir. Siiperoksit dismutaz ve indirgenmis
flavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda bakteri hiicresi igerisinde agiga ¢ikan toksik

hidrojen peroksiti su ve oksijene katalize eder (Cauwelier ve ark 2004).



1.5.2. Koagulaz

Stafilokoklar bagli ve serbest olmak {izere 2 tip koagulaza sahiptir. Ekstraselluler
bir proenzimdir. Stafilokok hiicre duvarina bagli koagulaz dogrudan fibrinojeni fibrine
doniistiirebilir ve stafilokoklarda kiimelenmeye sebep olur. Serbest koagulaz ise bir plazma
globulin faktorii (Coagulase Reacting Factor) ile reaksiyona girerek bir trombin benzeri
faktor (Staphylothrombin) olusturur. Bu faktor fibrinojeni fibrine doniistiirerek bagh
koagulazla ayni sonucu olusturur. Koagulaz, stafilokok absesinin c¢evresinde fibrin
olusumuna sebep olur ve boylece infeksiyon lokalize edilerek organizma fagositozdan
korunur. Stafilokoklarin bagka tiirleri de koagulaz tiretebilir fakat bunlar genellikle hayvan

patojenleridir ve nadiren insan infeksiyonuna neden olurlar (Zscheck ve ark 1993).

1.5.3. Penisilinaz (Beta-laktamaz)

Beta-laktamaz enzimi, Penisilinler, Sefalosporinler ve benzeri Beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek, bu antibiyotiklere direng gelisimine neden olur.
Betalaktam halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kopriisii olusturan bu enzimler, siklik
amid bagini bozar ve bir acil-enzim tiirevi olustururlar. Bu reaksiyonlar1 sonucunda beta-
laktam antibiyotiklerle reaksiyona giren ii¢ grup protein vardir:

1- Karboksi peptidazlar (Diisiik molekiil agirlikli PBP’ler).
2. Transpeptidazlar (Yiiksek molekiil agirlikli PBP’ler )
3. Beta-laktamazlar (Berger-Bachi ve Rohrer 2002)

Genis bir enzim grubu olan beta-laktamazlar molekiiler yapilarina ve islevsel
Ozelliklerine gore siiflandirilirlar. Bu giine kadar dort farkli molekiiler sinif (A, B, C, D)
tanimlanmistir. A, C ve D molekiiler smiflarinda yer alan Beta-laktamazlar yukarida
aciklanan serin-ester aracilikli mekanizma ile islev goriirler. Sinif B Beta-laktamazlar ise
kofaktor olarak ¢inko gerektiren metalloenzimlerdir. A sinifi, tercihen substrati penisilinler
olan beta-laktamazlardan olusur. Bu grup enzimler igerisinde S. aureus’un beta-
laktamazlar1 (Grup 2a) da yer alir. Gram (+) bakteriler arasinda Beta-laktamaz Ureten en
onemli patojen Stafilokoklardir. Stafilokokal beta-laktamazlar tercihen penisilinleri
hidrolize ederler. Cogu indiiklenebilir ve ekstraselliiler olarak salinabilen enzimlerdir.

Stafilokokal Beta-laktamazlar genellikle Kkiglik plazmidlerle veya transpozonlarla
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tasinmakla beraber, biiylik plazmidlerin kodladigi beta-laktamazlar ve diger direng
mekanizmalart da bulunmaktadir. Bu Beta-laktamaz enzimini kodlayan genler sadece S.
aureus’lar arasinda degil, S. aureus ve Staphylococcus epidermidis arasinda da

konjugasyonla transfer edilebilir (Kuyucu 2007).

1.5.4. Diger Enzimler

Hyaluronidaz; yayilma faktorii olarak bilinir ve bakterilerin dokulara yerlesmesinde
onemli bir faktordiir. Bag dokusunun aseluler matriksindeki asit mukopolisakkaridler olan
hiyaluronik asidi hidrolize eden enzimlerdir (Tiinger 2004). Lipaz derideki yag asitlerinin
koruyucu etkisini azaltarak deride ve deri altinda apse olusturmaya ortam hazirlar.
Stafilokinaz (fibrinolizin) , kollagenaz, streptokinaz, beta laktamaz virulans ile ilgili diger

yapilardir (Brooks ve ark 1997).

1.5.5. Hemolizinler

Stafilokok suglarinda alfa, beta, gamma ve delta olmak iizere 4 farkli hemolizin
tanimlanmaktadir. Hemolizinler antijenik, biyokimyasal ve farkli hayvan tiirlerinin
alyuvarlarina etkilerine gore farklilik gosterirler. Alfa hemolizin; eritrositleri lize edebilen
ve trombositlere zarar veren heterojen proteindir, muhtemelen ekzotoksinin letal ve
dermonekrotik faktorleri ile aynidir. Alfa hemolizin lipid memranlar {izerine etkilidir, in
vitro hemolitiktir ve koloni etrafinda tam bir hemoliz zonu olusturur. Beta hemolizin
(sfingomiyelinaz C); sfingomyelini indirger ve insan kirmizi kan hiicreleri de dahil birgok
hiicre tiirii i¢in toksiktir. Genis kismi veya tam olmayan hemoliz olusturur. Sicak-soguk
lizis ile genis hemoliz zonlar1 goriilii. Gama hemolizin; agar ve kolesteroliin varliginda
baskilanan bir aktiviteye sahiptirler. Delta hemolizin; farkl: tiirlere ait eritrositleri deterjan
benzeri bir etki ile lize eder fakat serum ile inhibe olur.Antijenik 6zellige sahip degildir

(Pereira ve ark 2007).



1.5.6. Lokosidin

Bircok hayvanda bu toksin beyaz kan hiicrelerini 6ldurur. Patogenezdeki rolli tam
olarak bilinmemektedir. Ciinkl patojen Stafilokoklar lokdsitleri 6ldiiremeyebilir ve patojen
olmayan g¢esitler kadar fagositoz yapabilir. Bununla birlikte onlar aktif intraselltler
multiplikasyonu yapabilir, oysa patojenik olmayan organizmalar hicre icinde 6lmeye
egilimlidir. Lokosidin antikorlar1 tekrarlayan Stafilokok infeksiyonlarina karsi direng

olusturmada rol oynayabilir (Brooks ve ark 1997).

1.5.7. Eksfoliatif toksin

Eksfoliatin A ve B (ETA ve ETB-Stafilokokkal eksfoliatin toksin, SET) baz1 S.
aureus ve S. hyicus (shET) suslari tarafindan {iretilir. ETA 1siya direngli ve geni
kromozomaldir. ETB ise 1s1ya duyarli ve plazmid aracilidir (Bilgehan 2000, Aydin ve ark
2006). Ultrastriiktiirel c¢alismalar, serin proteazlar olan bu toksinlere maruz kalma
sonucunda epidermisin stratum graniilosum tabakasindaki intrasellliiler kd&priiler
(desmozomlar)’in ayrilmasinin gerceklestigini gostermistir. Bu olayin tam mekanizmasi
hala bilinmemektedir. Bu toksinler hiicre yikimi veya inflamasyonla iligkili degildir. Bu
yiizden epidermisin etkilenen tabakasinda ne Stafilokoklar ne de lo6kositler
bulunmamaktadir. Epidermisin toksine maruz kalmasi sonucu koruyucu nétralizan
antikorlar geligir (Livermore 2000). S. hyicus bebeklerde Stafilokokkal haslanmis-deri
sendromuna (SSSS) ve domuzlarda da dermatitise yol acar. Spesifik antikorlar toksinin

eksfoliatif etkisine kars1 koruma saglar (Aydin ve ark 2006).

1.5.8. Toksik Sok Sendrom Toksin-1(TSST-1)

Onceleri, enterotoksin F ve pirojenik enterotoksin C olarak bilinen TSST-1, 1s1 ve
proteolize direngli, 22 kD’luk kromozom aracili bir ekzotoksindir. TSST-1 toksik sok
sendromunun ¢ok yonlii manifestasyonlarin1 destekleyen prototipik siliperantijendir.
Insanlarda toksin, deskuamatif deri dokiintiisiinii de kapsayan multi sistem etkilesimlere,
sok ve atese neden olur (Brooks ve ark 1997). TSS’li hastalarda O6liim, multiorgan

yetmezligine neden olan hipovolemik sok nedeniyledir (Livermore 2000). Tavsanlarda ise



ates, bakteriyel lipopolisakkaritlerin etkisiyle duyarliligin artmasina ve toksik sok
sendromuna benzer diger biyolojik etkilere yol agar, ancak deri dokiintiisii ve

deskuamasyon olusmaz (Brooks ve ark 1997).
1.5.9. Enterotoksinler

Stafilokokal gida zehirlenmeleri, enterotoksijenik O6zellige sahip stafilokoklarin

gidalarda 106 kob/g veya daha yiiksek sayiya ulagmasi sirasinda sentezlenen bir ekzotoksin
olan enterotoksinin, alimenter yol ile alim1 sonucu olusmaktadir. S. aureus enterotoksijenik
stafilokoklar icerisindeki en dnemli turddr. S. aureus disinda S. intermedius, S. hyicus ve S.
epidermidis tiirleri de enterotoksin olusturma ozelligine sahiptir (Bilgehan 2000). Bu

toksinler Presipitin testleri (jel diftizyon) ile belirlenebilir (Brooks ve ark 1997).
1.6. Patogenezis

Deride olusan bir yaralanmayi takiben olusan infeksiyonda yangisal reaksiyonlar
infeksiyon bolgesine notrofillerin gelmesiyle baslar. Bakteri hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan, yangisal cevabin olugmasinda Onemli bir faktér olarak gorev yapar.
Infeksiyonun ilk asamasinda, bakteriler tarafindan salgilanan enzim ve toksinler
(hyaluronidaz, hemolizin gibi), dokuda ve kan hiicrelerinde hasara neden olur. Lezyonlarin
siddetlenmesinde ve devamliliginda DNAz, lipaz, koagulaz ve {ireazin da 6nemi biiyiktiir.
S. epidermidis gibi non-patojenik, non-invaziv Stafilokoklar koagulaz negatiftir ve non-
hemolitik olmaya egilimlidir. Bu gibi organizmalar nadir iltihaplanmaya yol agar; ancak
ortopedik veya kardiovaskiiler proteazlari infekte edebilir ya da immunsuprese kisilerde

hastalik nedeni olabilir (Aydin ve ark 2006).
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1.7. Teshis

1.7.1. Klinik Teshis

Stafilokok tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarda klinik bulgular diger bakterilerle
olusturulan tablolara benzerlik gosterdiginden dolayi, kesin teshis ancak laboratuvar

islemleri ile gerceklestirilir (Aydin ve ark 2006).

1.7.2. Laboratuvar Muayenesi

Teshis amaciyla materyal olarak irinli infeksiyonlarda etkilenen dokulardan svablar,
apse icerigi, mastitislerde siit 6rnekleri, tracheal aspirat ve kan alinmalidir. Materyal alma
asamasinda, Stafilokoklarin deride ve cevresel kaynaklarda bulundugu dikkate alinarak
olast bulagsmalar engellenmelidir. Almman Ornekler soguk zincirde laboratuvara

ulastirilmalidir (Brooks ve ark 1997).

1.7.2.1. Bakteriyoskopi

Orneklerden hazirlanan preperatlar gram yontemiyle boyandiklarinda, Gram pozitif

tekli veya kiimeler tarzinda koklar goriiliir (Brooks ve ark 1997).

1.7.2.2. Kultur

Laboratuvara ulasan materyallerden genel amacli besiyeri olarak kanli agar ve
McConkey agara ekimler yapilir. Ayrica ¢ok kontamine ortamlardan Stafilokoklarin
izolasyonu igin selektif-ayirici besiyerleri de (mannitol salt agar, feniletil alkol agar)
kullanilabilir. Kopeklerden deri infeksiyonlarindan alinan materyallerde purple agarin
kullanilmasi, S. aureus ile S. intermedius suslarinin ¢abuk tanisinda yarar saglar (Brooks ve
ark 1997).Ekim isleminin ardindan 37°C’de 24-48 saat aerobik olarak inkubasyondan
sonra kanli agarda Stafilokoklar genellikle beyaz, opak ve 2-4mm capinda koloniler
olusturur. Baz1 Koagulaz Negatif Stafilokok’larin kolonileri pigmentli olabilir. Koloniler

etrafinda hemoliz alanlar1 da gézlenebilir. Besiyerinde tireyen kolonilerin, makroskobik ve
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mikroskobik morfolojileri, hemolizin varligi veya yoklugu, MacConkey agarda iireme,
katalaz, koagulaz ve biyokimyasal Ozellikleri degerlendirilerek cins ve tiir diizeyinde

identifikasyonlari1 gergeklestirilir (Brooks ve ark 1997, Aydin ve ark 2006).

Genel olarak diger bakterilerden kolay ayrilmalarina ragmen, Streptokok, Mikrokok
ve Enterokok tiirlerinden ayrilmalidir. Stafilokoklar genellikle katalaz pozitiftir ve bu
reaksiyon katalaz negatif olan Streptokok tiirlerinden ayrilir. Bu tiir mikroorganizmalarin
mikroskobik gorinimleri de belirleyicidir. Stafilokok tirleri genellikle dizensiz kiimeler
yaparken streptokoklar ve Enterokoklar zincir tarzinda, Mikrokoklar ise dortlii gruplar
seklinde gorilirler. O-F testinde, Streptokoklar fermentatif 6zellik gdsterirler; ancak
katalaz negatif olmalar1 ayirict 6zelligidir. Basitrasine (0.004 U), Stafilokok ve
Streptokoklar direngli iken Mikrokok tiirleri duyarlidir. Ayrica Stafilokoklar lizostafine
duyarli iken genel olarak Mikrokoklar direnglidir. S. saprophyticus ve ¢ok nadir olarak
izole edilen baz1 Koagulaz Negatif Stafilokoklar (S. cohnii, S. lentus, S. sciuri ve S.
xylosus) novobiosine direngli oldugu halde S. epidermidis ve S. aureus duyarlidir (Anonim
1, Bilgehan 2000). Stafilokoklarin, Mikrokok ve Makrokoklardan ayrilmasini saglayan

yontemler Cizelge 1.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Stafilokok, Mikrokok ve Makrokok tirlerinin fenotipik Ozellikleri (Bilgehan 2000,
Waldvogel 2000).

Karakteristik dzellik Staphylococcus  Micrococcus spp.  Macrococcus spp.
spp.
Koloni biiytikliigi 0.6-1.5 pm 1-1.8 pm 1.3-2.5 pm
Lizostafin duyarliligi Duyarhi Direncli Duyarli
Furozolidon (100ug) duyarlilig: Duyarli Direngli Duyarlt
Basitrasin (0.04 U) duyarliligi Direngli Duyarli Direncli
Modifiye oksidaz testi - + +
Anaerobik ortamda glikozdan asit + - -
olusturma

“ Oksidaz pozitif olan S. lentus, S. sciuri ve S. vitulinus disindaki Stafilokok tiirleri oksidaz
negatiftir.
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1.7.2.3. Biyokimyasal Testler

1.7.2.3.1.Katalaz Testi

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

testin pozitif oldugunu gosterir (Brooks ve ark 1997).

1.7.2.3.2. Koagulaz Testi

Lam ve tlp koagulaz testi olmak iizere 2 yontemi vardir. Bu testlerde Stafilokok
siispansiyonu tavsan plazmasi ile lamda veya tiipte karistirilir ve tavsan plazmasindaki

fibrinojen koagulaz ile fibrine gevrilir (Winn ve ark 2006, Brown 2005).

Lam testi; bagh koagulaz veya clumping faktoriin (CF) varlig1 belirlenir. Bu test
kanli agar, Columbia Colistin Nalidixic Agar ya da diger nonselektif nutrient besiyerinde
tireyen kolonilerden yapilabilir. Mannitol salt agar gibi yiiksek tuz igerigi olan besiyerinde
tiremis koloniler kullanilmamalidir. Cilinkii yiiksek tuz konsantrasyonu S. aureus’un bazi
suslarinda otoaglutinasyona neden olmaktadir. Clumping faktorii eksik olan suslar
genellikle serbest koagulaz iirettiklerinden dolayi, lamda negatif ¢ikan suslar tiip koagulaz
yontemiyle dogrulanmalidir. Ayrica S. lugdunensis ve S. schleiferi gibi bazi koagulaz
negatif suslar climping faktor iiretirler ve lam testi pozitif ¢ikabilir (Winn ve ark 2006,

Brown 2005).

Tlp testi; serbest koagulaz veya plazmaya bakteri tarafindan salinan koagulazi
saptar. Bu metot ile saptanan koagulaz ekstraselliiler olarak salinir ve bir kompleks
olusturmak i¢in plazmadaki Coagulase-Reacting Factor (CRF) ile reaksiyona girerek
stafilotrombin olusturur. Stafilotrombin de fibrinojenle reaksiyona girerek fibrin
olusumunu tetikler. Baz1 suglar, 35°C’de uzayan inkiibasyon periyodunda pihtinin
¢Oziilmesine sebep olan fibrinolizin iiretecegi i¢in testler 35°C’de 4 saat inkiibasyondan
sonra oda 1sisina alinmalidir ve 18-24 saat sonra tekrar okunmalidir. Tiip koagulaz testi S.

aureus identifikasyonu igin referans testidir. Bu test, pozitif sinyal veren kan kilturinden
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dogrudan tavsan plazmasi igerisine inokule edilerek de yapilabilir (Winn ve ark 2006).
Nadir S. aureus suslar1 koagulaz negatif olabilir ve baz1 hayvan izolatlari (S. intermedius,
S. hyicus, S. dephini ve S. schleiferi subsp coagulans) tiip koagulaz pozitif olabilir (Winn
ve ark 2006, Brown 2005).

Son gunlerde S. schleiferi subsp. schleiferi'nin hem clumping faktér hem de tip
koagulaz testi pozitif oldugu gosterilmistir. Bu izolat ayn1 zamanda 1s1ya direngli DNAz
tirettiginden dolayr S. aureus olarak yanlis tanimlanabilir. Bu KNS, S. aureus'tan maltoz,
laktoz, mannitol, sukroz ve trehalozdan asit {iretmemesi ile ayrilabilir (Winn ve ark 2006,

Diindar ve ark 2002).

Hem tlp hem de lam koagulaz testi i¢in onerilen ortam EDTA’l1 tavsan plazmasidir.
Sitrathh plazma kullanilmamalidir, ¢iinkii enterokoklar gibi baz1 bakteriler sitrati
kullandigindan testin pozitif sonuglanmasina ve Stafilokok olarak tanimlanmasina neden
olabilir. Bu hata her zaman 6nce katalaz testi uygulanarak Onlenebilir. insan plazmasi
cesitli miktarda CRF ve antiStafilokokal antikorlar igerdiginden koagulaz testi yapmada
kullanilmamalidir (Winn ve ark 2006).

Lateks aglutinasyon; bu yontemde plazma ile kaplanmig lateks pargaciklar
kullanilir. Fibrinojen latekse baglanarak clumping faktorii tespit eder. Ek olarak Stafilokok
hiicre duvar1 proteini olan IgG molekiillerinin Fc bolgelerine baglanabilen Protein A'da,
parcacikta bulunan immunglobulin molekiilleri ile tespit edilebilir. Bir agar plagindan
alinan kolonilerin test materyali ile karismasi sonucu lateks-mikroorganizma sispansiyonu
hizli bir kiimelesme gosterir. Ayrica S. lugdunensis ve S. schleiferi’nin bazi suslar1 da

clumping faktor dretir ve bu test ile pozitif reaksiyon verebilir (Winn ve ark 2006).

Pasif hemaglutinasyon; eritrositler ya da sentetik olarak hazirlanmis polistiren
lateks gibi pargaciklar, ¢esitli yontemlerle ¢ok ¢esitli antijenlerle kaplanabilirler. Bu sekilde
kaplanmis oldugu antijenin tasiyicist durumuna gelen eritrosit ya da parcaciklar, elektrolitli
ortamda bu antijenlerin antikorlar1 ile karsilagtiklarinda agliitinasyon verirler. Dolayl
hemagliitinasyon denilen bu testler ¢cok duyarli olup, ortamda ¢ok az antikor bulunmasi
bile sonu¢ vermek icin yeterlidir. S. aureus hicrelerinin yuzeyindeki clumping faktéri

saptamak i¢in fibrinojen ile sensitize edilmis koyun eritrositleri bu amacla kullanir (Winn
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ve ark 2006). Bazi S. saphyticus suslar lateks veya hemagliitinasyon koagulaz testinde
yanlig pozitif sonug verirler. Bu S. saphyticus suslarinin yiizeyinde bulunan hemaglutinin

varligi ile aciklanabilir (Winn ve ark 2006).

Florejenik koagulaz testi; substrat igeren kugik bir kupulu inokule ederek
gergeklestirilen bu test, {iretici firmanin “aurase” olarak isimlendirdigi maddeyi tespit eder.
Aurase, koagulasyonun proteolitik enzimidir; protrombin ile raksiyona girer ve
stafilotrombin ile kompleks olusturur. Stafilotrombin daha sonra test kupulunda bulunan
florejenik peptide enzimatik olarak baglanir, boylece ulraviyole 11k altinta floresans veren
radikal ve peptid salinir. Substrati olmayan kompleks kuplesi ile karsilastirildiginda test
kuplesindeki yiiksek floresans S. aureus'un tanimlanmasini saglar. Bu testin 6zgiilliik ve

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

1.7.2.4. EK Dogrulayici Testler

1.7.2.4.1. Deoksiribontkleaz (DNAZz) Testi

Bazi S. aureus suslar1 zayif ya da siipheli tlip koagulaz reaksiyonu olusturabilirler
ve nadiren gercekten koagulaz negatif olabilirler. Bu vakalarda koagulaz ile ¢ok iyi uyum
gosteren ek testler yapmak gerekebilir. S. aureus endonukleolitik ve ekzonikleolitik
aktiviteye sahip olan DNAz ve termostabil niikleaz Uretir (Gudding 1983). Bu enzimlerin
her ikisi de nukleik asiti hidrolize eder. DNAz iceren bakteriler, DNA igeren besiyerinde
DNA’y1 pargalayip oligoniikleotidler olustururlar. Bu deneyde DNA’1 plak besiyerine saf
klltiirden ¢izgi ekimi yapilip 35°C’de 18-24 saat bekletildikten sonra plak yuzeyine 1 N
HCI damlatilmasina dayanir. Bakteri DNAz iiretiyorsa ekim ¢izgisinin ¢evresinde saydam
bir zon olusur. Endikator olarak besiyerine toluidin mavisi konulmus ise DNAz varliginda
bakteriler ekim ¢izgisi ¢evresinde parlak pembe bir zon olustururlar. Indikatér olarak
Methyl green konmus besiyerinde ekim ¢izgisi etrafinda besiyerinin yesil rengi agilir
(Brakstad ve ark 1995). Besiyerine katilan toluidin mavisi DNAz aktivitesini
maskeleyebildigi i¢in % 0.005’1 agmamalidir. Bu test S. aureus’un identifikasyonunda ek
bir test olarak yardimci olmakla birlikte baska Stafilokoklar da pozitif DNAz reaksiyonu
verebilir (Winn ve ark 2006, Brown ve ark 2005).
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1.7.2.4.2. Termostabil Endonikleaz Testi

Bu test i¢in yine ayn1t DNAz test besiyeri kullanilir. Sadece agar igerisinde 3 mm
capinda cukur acilir ve 15 dakika su banyosunda kaynamis 24 saatlik sivi kiiltiir ile bu
kuyucuklar doldurulur. Plaklar 35°C’de 1 gece inkiibe edilerek g¢ukurlarin gevresinde
pembe bir hale olusup olusmadigi izlenir. Baz1 hayvan izolatlari (S. caprae, S.schleiferi, S.
intermedius ve S. hyicus gibi) 1siya direngli termoniikleaz tretir. Bazi koagulaz negatif
Stafilokoklar (S. epidermitis, S. simulans, S. capitis, S. carnosus gibi) zayif pozitif
reaksiyon verebilirler. S. aureus endoniikleaz testinin &zgiilliigii, S. aureus enzimlerine
kars1 hazirlanmis monoklonal veya poliklonal antikorlarla seroinhibisyon reaksiyonu veya
S. aureus 1s1 stabil endoniikleazin1 kodlayan nuc geni PZR ile gosterilerek dogrulanabilir
(Mason ve ark 2001).

1.7.2.4.3. Mannitol Fermentasyonu

S. epidermidis ve diger koagulaz negatif tiirlerin aksine, S. aureus mannitoli
fermente edebilir. S. aureus’un diski, ¢evre ve nasal tasiyicilarda taranmasinda bu 6zelligi
kullanilir. Kullanilan besiyeri “mannitol salt agar”dir. Bu besiyeri mannitol (% 1), NaCl (%
7.5), fenol kirmizisi ve peptonlar icerir. Bu yiiksek tuz konsantrasyonu, enterekoklar
disindaki diger mikroorganizmalarin liremesini engeller ve secici olarak Stafilokoklar {irer.
Izole edilen S. aureus kolonileri, cevresinde mannitolden asit olusumunu gdsteren sar1 bir
zon varligi ile saptanabilir. Nadiren baska Stafilokok tiirleri de mannitolden asit iiretebilir.
Bu sebeple bu besiyerinde iiretilen mannitol pozitif organizmalar kanli agar besiyerine
pasajlanip koagulaz iiretimi agisindan test edilmelidir (Winn ve ark 2006). S. aureus’un
identifikasyonunu saglayan molekiiler ydntemlerin ¢ogu PZR bazhidir. ilk testlerde
identifikasyonu dogrulamak i¢in amplifikasyon iirinlerinin Southern blotlama teknigi ile
degerlendirilmesi gerekmekteydi (Brown ve ark 2005). Fakat daha sonra, tlire spesifik
hedef bolgelerin amplifikasyonu igin diizenlenmis, protein genleri gibi hedef bdlgeler
igeren primer aralig1 gelistirildi. Niikleaz (nuc), koagulaz (coa), protein A (spA) ve ylizey-
iliskili fibrinojen-baglayan protein genleri gibi genler de S. aureus’un tanimlanmasinda
onemlidir. Ayrica Stafilokokal Metisilin direncinin tespiti i¢in mecA ve 16S rRNA gibi
spesifik gen bolgelerini degerlendiren multipleks PZR yontemi de mevcuttur (Grisold ve

ark 2002). Ticari olarak bulunan real-time PZR ile basar1 saglanmistir (Levi ve ark 2003).
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Real-time PZR, ekipmani olmayan rutin laboratuvarlarda PZR’ye alternatif sunmak icin bir
kolorimetrik mikrokuyucuk formatinda, coa geninden mMRNA transkripsiyonunun
izotermal sinyal aracili amplifikasyonu kullanan yeni molekiiler bir yontem de

gosterilmistir (Levi ve ark 2003).

1.7.2.5. Diger Testler

Izole edilen Stafilokok suslarmin tiplendirilmesinde, epidemiyolojik yonden yararl
bilgiler saglayan bakteriyofajlardan yararlanilmaktadir. Faj tiplendirme setleri insan, sigir
ve kanathi S. aureus suslar1 i¢in gelistirilmistir. Genel olarak fajla tiplendirmede, konake1
spesifik suslar farkli gruplarda yer almaktadir ve insan ile hayvan orjinli suslar fajlarla
ayrilabilmektedir. Ancak hayvansal kaynaklardan izole edilen suslarin farkli gruplarda yer
almasi ve degisken olmasi nedeniyle fajla tiplendirme bu suslar i¢in sinirh diizeyde bilgi

saglamaktadir (Aydin ve ark 2006).

1.7.2.6. Slaym Olusumu

1.7.2.6.1. Christensen Yontemi (Kalitatif Tup Testi, TT)

Tupteki 5 ml soy buyyon besiyerine, incelenecek bakteriden 6ze ile birka¢ koloni
alinarak inokiile edilir ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir. Bakteri liremesini takiben
tiipteki besiyeri bosaltilir ve bosaltilan her tiipe ayn1 miktarda 0,4’liik trypan blue konur,
elle yavascga kanistiritlir ve boya dokiiliir. Tipler kurutma kagitlar1 iizerine ters gevrilerek
kurumalar1 saglanir. Tiip ¢evresinde olusan mavi rengin koyuluk ve kalinligina gore slaym
olusumu +, ++, +++ pozitif, renk olusmamasi ise negatif olarak degerlendirilir. TUp testi

degisken ve subjektiftir (Christensen ve ark 1985).

1.7.2.6.2 Kantitatif Mikrodiltsyon Plak Testi (MT)

Plastik mikroplaklarin g¢ukurlarina bakteri suspansiyonu konarak inkubasyona
birakilir. Bu c¢ukurlarin i¢i, daha sonra, mikroplaklar ters g¢evrilerek bosaltilir. Fosfat

tampon eriyigi (PBS) ile yikandiktan sonra, her bir ¢cukura metilen mavisi konur. Boya
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dokiiliir, PBS ile yeniden yikama islemi yapilir ve oda 1sisinda kurutulur. Mikroplaklar
mikro ELISA ile 490-492 nm dalga boyunda okunur. Bes kuyucuga sadece steril buyyon
konarak, optik yogunluk Ol¢limlerinin ortalamast alinir. Bu degerin iistiinde olan
kuyucuklar slaym “pozitif” olarak degerlendirilir. Plastik doku kiiltiir plaklar1 ile slaym

olusumunu kantitatif olarak inceleyen bir yontemdir (Christensen ve ark 1982).

1.7.2.6.3. Kongo Kirmizilh Agar Yontemi (KKA)

Stafilokoklarin KKA’a tek koloni ekimleri yapilir. 35°C’de 24 saat inkiibasyonun
sonunda pembe koloni olusturan suslar slaym faktor negatif; koyu kirmizi, kahverengimsi
ya da siyah koloni olusturanlar ise slaym faktor pozitif olarak degerlendirilir. Slaym

olusumunun gozlenmesini teknik kosullar biiyiik dl¢lide etkilemektedir. Slaym olusumu:
—Besi yerinin yapisi, pH, 1s1, Ca ve Mg, fosfat, protein ve agar yogunlugu,
—Karbonhidrat ve demir varligi,

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

Denyer ve arkadaglar1 (1990) % 5 CO2’li ortamda bakteriyel aderansin azaldigini
gostermislerdir. Bazi arastiricilar da anaerop ortamda slaym {iretimini gostermislerdir.
(Songur ve ark 1998, Kaleli ve ark 1999). Kaleli ve Demir (1999), 100 adet Koagulaz
Negatif Stafilokok (KNS) susunda slaym iiretiminin, aerop, anaerop ve % 5-10 CO;’li
ortamlarda KKA ve KKT ile arastirmiglar ve slaym faktor pozitifligini en iyi aerop
ortamlarda gozlemiglerdir. Aerop ve anaerop ortamlarda KKA’da slaym olusumunun,
KKT yontemine gore daha yiiksek oranlarda oldugunu belirlemislerdir. % 5-10 CO;’li
ortamlarda slaym olusumu bakimindan yontemler arasinda bir 6nemli bir farklilik
olmadigin1 saptamiglardir. KNS’ler i¢inde en fazla S. epidermidis’in slaym iirettigi de

bildirilmistir.

Koagulaz Negatif Stafilokoklarda slaym faktor pozitifligi ile ilgili ¢ok sayida
arastirma vardir. Delialioglu ve Gedikoglu (2001), cesitli klinik 6rneklerden soyutlanan
327 KNS susunun slaym faktér olusturup olusturmadiklarimi degerlendirmigler; S.

epidermidis’in185 sus (% 56,5) ile slaym faktor olusturma agisindan ilk sirada yer aldigini
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bildirmislerdir. Bunu % 25 ve % 17 oranlari ile S. simulans ve S. haemolyticus izlemistir.
Hebert ve ark. (1988) 672 KNS tiiriinde tiip yontemi ile slaym olusumunu incelemisler ve
S. epidermidis’te % 83, S. haemolyticus % 42, S.hominis’te % 56, S. simulans’ta % 71, S.
saprophyticus’ta % 71, S. xylosus’ta % 73. S. warneri’de % 5, S. capitis’te % 7 slaym
pozitifligi saptamiglardir. Aydinli ve arkadaglar1 (1997), 131 S. epidermidis’ten 62’sinde
slaym faktor pozitifligini bildirmislerdir.

Stafilokoklarda slaym olusumu, genotipik olarak da belirlenebilmektedir.
Polisakkarit sentezi genetik kontrol altindadir ve spesifik interselliller adezyon (ica)

bolgelerini ve dzellikle de icaA, icaB, icaC ve icaD genlerini icerir (Arciola ve ark 2002).

1.8. Koagulaz Negatif Stafilokoklarm identifikasyonu

Kit sistemleri bircok insan, hayvan ve g¢evresel kaynakli Stafilokoklarin

laboratuarlarda identifikasyonuna olanak saglamaktadir (Koneman 1997).

1.8.1. S. epidermidis Identifikasyonunda Fosfataz Uretimi

Koagulaz Negatif Stafilokok identifikasyonunda geleneksel yontem olan fosfataz
aktivitesi, S. epidermidis ve S. xylosus suslarinda pozitif, diger Koagulaz Negatif
Stafilokoklarda negatif olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, diger Stafilokok tiirleri de
fosfataz enzimi iiretebilmektedir. Langlois ve arkadaslari, 4 farkli metot kullanarak tiim S.
aureus, koagulaz pozitif S. hyicus ve S. intermedius suslari1 ve en ¢ok karsilasilan suslardan
olan S. epidermidis, S. chromogenes, koagulaz negatif S. hyicus, S. sciuri, S. simulans, S.
xylosus ve S. warneri/hominis suslarinda 24-48 saat inkubasyondan sonra fosfataz
aktivitelerini bulmuslardir. Fosfataz {retimi besiyerindeki inorganik fosfatin (P;)
varligindan ve pH degerinden etkilenmektedir. Soro ve arkadaglari, lireme besiyerinde P;
yoklugu ve pH 8’de yapilan bir testte ¢esitli Stafilokok tiirlerinde fosfataz tespit etmistir.
%3 P; eklenmis besiyeri kullanildiginda, sadece S. aureus, S. epidermidis ve S. xylosus
suslarinda fosfataz pozitif c¢ikmisti. Bu caligsmalar fosfataz aktivitesinin daha Once
diisiinenlerden daha yaygin bir 6zellik oldugu, bu aktivitenin bazi tiirlerde esas olabildigi

ve digerlerinde fosfataz ile bastirilmig olabililr (Langlois ve ark 1984).
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Birgok ticari kit sistemleri biyokimyasal test blnyesinde fosfataz testi (API Staph-
IDENT, API Staph, ID32 Staph, RapiDEC Staph) icerdigi halde, Stafilokoklarda fostaz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in bagimsiz testler yoktur.geary ve Stevens, pH 5.6-5.8
arasinda p-nitrofenil fosfat (0.495mg/ml) iceren Mueller-Hinton agar olarak tek agar
metotunu (PNP agar) rapor etmistir. Besiyeri 18-24 saat inokubasyondan sonra okunur.
Inokulum altinda parlak sar1 renk varlig: fosfataz pozitif oldugunu gésterir (Koneman ve

ark 1997).

1.8.2. S. epidermidis ve S. hominis’in Identifikasyonunda Desferrioksamin Duyarlihg

Lindsay ve arkadaslar1 S. epidermidis ve S. hominis’in spesifik identifikasyonu i¢in
yeni bir test rapor etmistir (Lindsay ve ark 1993). Test, akut ve kronik demir
yiiklenmesinin tedavisinde kullanilan ve Streptomyces pilosus tarafindan iiretilen
desferrioksamine duyarlilig1 belirlenir. Test, furozolidon ve basitrasin duyarlilik testlerine
benzer disk difiizyon testi gibi uygulanir. 0.5 McFarland tiirbidite standardi ile aym
organizma silispansiyonu hazirlandiktan sonra, BHI agar pleyti inokulum iizerine
yerlestirilen siispansiyon ve 1mg desferrioksamin diski ile birlikte inokule edilir. 35°C’de 1
saat inkiibasyondan sonra, pleyt diskin etrafindaki zon incelenir. Lindsay ve Riley’in
calismasinda 95 KNS’un 57’si S. epidermidis ve 4 S. hominis izolatlar1 desferrioksamine
duyarli, kalan 34 izolat ise direngli bulunmustur. Desferrioksamin ticari olarak uygun
olmasma ragmen, standardize edilmis duyarlilik test diskleri kurum i¢i hazirlanmis

olmalidir (Koneman ve ark 1997).

1.8.3. S. saprophyticus’un identifikasyonu I¢cin Novobiosin Duyarhhg:

11 Stafiokok tiri (S. saprophyticus, S. cohnii subsp., S. xylosus, S pulvereri, S.
sciuri, S. lentus, S. gallinarum, S. kloosii, S. equorum, S. arlattae ve S. vitulus) 1.6 pg/mi
veya daha fazla MIK degeri ile novobiosine direnglidir. S. saprophyticus disindaki
novobiosin direngli tiirlere nadir rastlanildigi i¢in, novobiosin duyarlilik testi S.
saprophyticus identifikasyonu i¢in kullanigsh bir metottur. Novobiosine direngli tiirlerde
6mm (hi¢ zon yok)-12mm, duyarl tiirlerde ise 16-27mm zon olusur. Bu test P agar adinda

besiyeri kullanilarak hazirlanir (Koneman ve ark 1997).
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Janda ve arkadaslar1 tim S. saprophyticus izolatlarin1 novobiosine direngli, 74 S.
epidermidis suslarinin ise 4’iiniin novobiosine direngli oldugunu belirlemistir (Janda ve ark

1994).

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

Trehaloz-mannitol-fosfataz agar (TMPA) S. saprophyticus ve S. epidermidis’in
belirlenmesinde yardimei olmasi igin formule edilmistir (292). S. epidermidis trehaloz ve
mannitolden asit Uretmez ve ¢ogu susu (% 90-96) fosfatazn pozitiftir. S. saprophyticus’un
trehaloz ve mannitolden asit iiretimi degiskendir ve fosfataz negatiftir TMPA’da asit
tiretimi, besiyerinde mordan sartya renk degisimi ile belirlenir ve alkalin fosfataz aktivitesi
IN amonyum hidroksit ile nemlendirilmis filtre kagidi lizerine besiyerinden (fenolfitaleyn
difosfat igerir) taranan koloniler ile belirlenir. Fosfataz pozitif koloniler filtre kagidi
tizerinde pembe renk iiretir. Bu besiyeri ile birlikte novobiosin disk duyarlilik testi
birlestirildiginde S. saprophyticus ve S. epidermidis identifiye edilebilir. Ayrica Knapp ve
Washington tarafindan tasarlanmis trehaloz ve mannitol broth, 2 saat icinde S.

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

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

1.8.5.1. Rapidec Staph

Bu yontem S. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’u 2 saat icinde identifiye
eden kit sistemidir. Identifiye edilecek izolat suda emiilsiyon haline getirilir ve siispansiyon
4 kuyucuga dagitilir. Tk kuyucuk kontroldiir, digerleri sirasiyla floresan koagulaz substrat,
alkalin fosfataz substrati (PAL) ve [-galaktosidaz substratidir (BGAL). 2 saatlik
inkubasyondan sonra, kuyucuklar ultra viole 151k altinda incelenir. Eger ilk kuyucuga gore
2. Kuyucukta daha fazla floresan belirlenirse, izolat S. aureus olarak identifiye edilir. Eger
bu test negatifse, diger kuyucuklar ya direkt olarak (kuyucuk 3) ya da reaktiflerin tespiti
icin gerekli ilavelerden sonra (kuyucuk 4) incelenir. Kuyucuk 3’teki pozitif reaksiyon
izolatin S. epidermidis (alkalin fosfataz pozitif), kuyucuk 4’teki pozitif reaksiyon ise

izolatin S. saprophyticus (B-galaktosidaz pozitif) oldumunu gesterir. Hem PAL hem de
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BGAL’da oluman pozitif sonun, S. xylosus veya S.intermedius’un olas1 identifikasyonunu
saglar. Son zamanlarda yayinlanan 6l¢iimlerde, RapiDEC STAPH, 130 S. aureus susunun
% 100 dogru identifiye etmistir; ancak 74 S. epidermidis susunun % 70’ini ve 32 S.
saprophyticus susunun % 81’ini dogru identifiye etmistir. Diger koagulaz negatif 62
izolatin testinde, 4 S. sciuri susu S. epidermidis olarak, 8 izolat (1 S. hominis, 3 S. cohnii, 3
S. simulans ve 1 S. kloosii) S saprophyticus olarak yanlis identifiye edilmistir. RapiDEC
STAPH’daki PAL testi S. epidermidis’de fosfataz varligimi belirlemede oldukga spesifik
oldugu gosterilmistir; ancak fosfataz negatif veya diisiik oranda enzim {ireten bu tiirlerin
suglar1 bu yontemle S. epidermidis olarak identiifiye edilemez. Dolayisiyla, S. epidermidis
identifikasyonunda RapiDEC STAPH’in sensivitesi ve verimlili§i populasyondaki PAL

pozitif ve negatif suslarin prevalansina baglidir (Koneman ve ark 1997).

1.8.6. Geleneksel identifikasyon Prosediirleri

Stafilokoklarin identifikasyonundaki biyokimyasal reaksiyonlar Cizelge 1.2.°de
bulunmaktadir. Kisaca, biyokimyasal testler nitrat broth, iireaz agar ve arjinin dihidrolaz
besiyeri gibi enterik besiyeri kullanarak gerceklestirilir. Karbonhidrat kullanma testleri % 1
steril karbonhidrat igeren purple broth agarda gergeklestirilir. Maya 6ziitii ilavesi (% 1-2)
nazli suslarin daha fazla {iremesi i¢in gerekli olabilir. Biyokimyasal testler ve
karbonhidratlardan asit Uretim testlerine ek olarak, Habert ve arkadaslari Enterokoklarin ve
KNS’larin identifikasyonuna yardimci olan polymyxin B (300 U disk), basitrasin (10 U
disk) ve pyrrolidonyl arylamidase (PYR)testleri gibi antimikrobiyal ajanlara duyarlilig
gostermistir (Hebert 1988). Bu reaksiyonlar tabloda gosterilmistir. Son zamanlarda,
Rhoden ve arkadaslari, API-Staph-IDENT sisteminden kromojenik enzim substrat se¢me
tastleriyle birlikte Mikrokoklarin karbonhidrat kullanimi ve biyokimyasal testlerin
kullanimi ile degistirilmigyeni bir formulasyon yapmistir. Bu formulasyon onceki referans
identifikasyon metotu ile ters diismektedir. Tarama testleri morfoloji (Gram boyama),
familya belirlenmesi (katalaz testi), cins gruplamasi (glikoz fermentasyonu) ve bagl ve
serbest koagulazin (lam ve tiip koagulaz, Staph Aurex lateks agliitinasyon testi) varligini
belirlemede kullanilir (Rhoden ve ark 1993).
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1.8.7. Ticari Identifikasyon Sistemleri

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

tarafindan belirli formatlar kullanilarak uyarlanmistir (Koneman ve ark 1997).

1.8.7.1. API Staph-ldent

Bu yontem identifikasyon iginorganizmanin agir siispansiyonu ile inokule edildigi
10 kisaltllmig biyokimyasal testleri igerir. Sistemin veri tabani Stomatococcus
mucilaginosus’un ve Stafilokoklarin 17 tiir veya alttiirlerini igerir. Staph-IDENT’de S.
mucilaginosus’un dogrulanmasina ihtiya¢ vardir; Oneriler, M.kristinae’den organizmayi
ayirmak ic¢in tuz buyyonda iiretme, katalaz varligi ve Stafilokoklardan ayirmak icin
lizostafin  duyarliligint  belirlemeye  yoneliktir. ~ Staph-IDENT  kapsamli  olarak
degerlendirlmis ve ticari prosediirlerle uyugsma tiir testlerine bagli olarak % 43-95
araliginda bulunmustur. Rhoden ve Miller, Staph-IDENT sistemin Micrococcaceae
familyasinin hem yaygin olarak karsilasilmis hem de yaygin olmayan tiirlerde

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

1.8.7.2. API Staph

Bu yontem hem Mikrokoklar hem de Stafilokoklar igin 18-24 saatlik bir
identifikasyon sistemidir.bu sistem bant formatinda, 19 dizili testi icerir ve kit ile birlikte
konulan pepton-maya 6ziitii broth besiyerinde hazirlanan organizma siispansiyonu inokule
ediliri veri tabani1 25 siradanolusur, insan ve veteriner orjinli Stafilokoklari, Mikrokoklar1
ve S. muclaginosus’u igerir. API STAPH’m 277 KNS’dan % 73’inii dogru olarak
identifiye ettigini bulmustur. Burada S. aureus’su % 100 olarak tespit etmisken, diger

izolatlarda yetersiz kalmigtir (Koneman ve ark 1997).
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1.8.7.3. ID32 Staph

Bu yontem Mikrokoklarin identifikasyonu i¢in 24 saatlik bir bant sistemidir ve 26
biyokimyasal test icerir. ID32 Staph tiim sistemlerden en kapsamli veri tabanina sahiptir ve
tim insan ve hayvan Stafilokok tirlerini (S. saccharolyticus hari¢) kapsar. Sistem ayrica 6
Mikrokok tirl ve S. mucilaginosus’u identifiye eder. 8 laboratuvarda 792 susla yiiriitiilmiis
uluslaras1 bir calismada ID32 Staph’in % 95.5 izolatt dogru identifiye ettigi tespit
edilmistir. Bu sistem heniiz onaylanmadig1 i¢in United States klinik laboratuarlarinda

kullanima uygun degildir (Koneman ve ark 1997).

1.8.7.4. Vitek Gram Pozitif Identifikasyon (GPI) Karti

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

edilmekte ya da hig identifiye edilmemektedir (Koneman ve ark 1997).

1.8.7.5. MicroScan Rapid Pos Combo Paneli

Bu sistem ¢esitli test substratlar1 ve karbonhidratlarla fikze edilmis filtre kagidi
diskleri kullanilir. Mikrokok, Stafilokok ve Streptokok identifikasyonu i¢in tasarlanmistir.
KNS’larin % 86’sin1 identifiye ettigi tespit etmistir. S epidermidis tiirlerinden ise % 96’sim1
tespit etmis, diger tiirlerin tespitinde ise testin dogrulugu izin vermemistir. Sonug olarak
sistem Stafilokok tiirlerinin ¢esitliliginde testin seciciligi optimal degildir (Koneman ve ark
1997).

1.8.7.6. Staph-Sistem 18-R

Bu sistem 18 modifiye geleneksel substrat igeren plastik tabakadan olusmaktadir.

Kuyucuklar organizma suspansiyonu ile birlikte inokule edilir, panel inkube edilir ve 18-24
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saat sonra degerlendirilir. Bu kit sistemlerinin birgogunda oldugu gibi, S. lugdunensis ve S.
schleiferi gibi 6nemli izolatlarin identifikasyonu i¢in veri tabaninin diizenlenmesine ve

daha fazla teste gereksinim duyuldugu belirtilmistir (Koneman ve ark 1997).

1.8.7.7. Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi

Bakterinin  identifikasyonunda hiicresel yag asitleri tiirevlerinin  yiiksek
¢oOziiniirliikte gaz likit kromatografisinde (GLC) kullanilir. Sistemin veri tabani gesitli
bakterinin hiicresel yag asitleri profilinin analizlerini igerir. Sistem S. epidermidis, S.
intermedius, S. cohnii, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. simulans,S. sciuri ve S. xylosus tim

suslarini identifiye eder (Koneman ve ark 1997).

1.8.7.8 Biyolog Mikro Pleyt Identifikasyon Sistemi

Bu sistem gesitli substratlarin oksidasyonunu baz alarak mikroorganizmalari
identifiye eder. 95’1 substratli, kontrol kuyucugunda substrat olmayan toplam 96 kuyucuk
mikrotitre tabakasi kullanilir. Eger organizma her bir kuyucukta substrati oksidezide
ederse, substrat oksidatif asimilasyon sirasinda organizmanin respirasyonu tetrazolium
indikatér boyanin rediiksiyonuna neden olur ve renksiz kuyucuk mor renge doniisiir. Bu
sistem 569 Gram negatif tiir identifikasyonu i¢in GN micro pleyt ve veri tabaninda 225
Gram pozitif organizma igeren GP biyolog mikro pleyt igermektedir. Birgok c¢aligma
sonucu bu sistemin KNS’larin ve ilgili organizmalarin identifikasyonu i¢in rutin metot

olarak kullaniminda yeterince dogru olmadigi tespit edilmistir (Koneman ve ark 1997).

25



Cizelge 1.2. Novobiosine duyarliKoagulaz Negatif Stafilokoklarin identifikasyon karakterleri (Koneman ve ark 1997).

zouiqese-

Vsl

Z0q1y

[OH]1SX

Z0[1s%-d

Z0100]9s-q

Zoeyan-a

zouljey

Zouuew-q

|oNuueW-q

zopje]

zonns

zopini4

ZoleN

+S|

ZepISHO

uiseniseg

NA

SIR

g uisqlwtjod

NA

S

zepisopejeb -¢

\

zepiuoani|6-¢g

zepisoX1|6-¢

zealn

nuoAIsynpaJ 1enIN

ZepIWe|LIe [1UoPI[Oild

Zejisyogexap UIYIUIO

zejoupiyip ully

ZeleJso} uley |y

Zeapnuopug

alain lgoJlseur
enejoynjbory L

Jgpfey Burdwinio

ze|nbeoyy

Turler

S. epidermidis

S. haemolyticus

S. hominis

S. capitis

subsp. capitis

subsp. ureolyticus

S. warneri

S. auricularis

26



Cizelge 1.2. (Devami)
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Cizelge 1.2 (Devami)
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Cizelge 1.3. Novobiosine direncli Koagulaz Negatif Stafilokoklarin identifikasyon karakterleri (Koneman ve ark 1997)
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Cizelge 1.3. (Devami)
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+, pozitif sus > %90 ;

-, negatif sus > %90; + yavag reaksiyon gosteren pozitif sus > %90; v, %11-89 arasindaki pozitif suslar; v, yavag reaksiyon
gosteren %11-89 arasindaki pozitif suslar; NA, veriler uygun degildir.

Polymiksin (300 U disk): S, >10mm; R, < 10mm.
Basitrasin (10 U disk): S >11mm; R, < 11mm
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1.9. Antibiyotik Direncliligi

Stafilokok tiirleri genel olarak bir¢ok antibakteriyele karsi duyarli olmalarina karsin
antibiyotik  direncliligi, zamana bagli olarak artmaktadir. Antibiyotik c¢agmnin
baslamasindan giinlimiize dogru kronolojik olarak incelendiginde, Stafilokoklar ile gelisen
infeksiyonlarin  tedavisinde kullanilan ilaglarin  biiyiik bir degisim  gecirdigi
gozlenmektedir. Bunun baslica 3 nedeni vardir; 1. Stafilokoklar nazokomiyal patojen
olarak 6énemli morbidite ve mortalite nedenidir, 2. Hastanelerdeki hasta populasyonu (¢ok
yasl, bagisiklik yetmezligi olanlar, bagisikligi baskilanmis olanlar) tipi infeksiyon riskini
arttirma  yoniinde degismektedir, 3. Stafilokoklar kendilerine kars1 kullanilan

antibiyotiklere direng gelistirmeyi siirdiirmektedir (Derbentli 2005).

Ik kez 1945 yilinda penisilinaz olusturarak penisiline direng kazanmis olan S. aureus
suglar1 ortaya ¢ikmis ve bu suslar 1950’li yillarin sorun yaratan bakterileri olmustur.
Penisilinaza direngli penisilinlerin 1960’da kullanima girmesinden iki yil sonra ilk
metisiline direncli S. aureus izolat1 saptanmustir. Ilk kez 1995 yilinda Fransa’da VISA
(vancomycin intermediate S. aureus), 1996’da Japonya’da hetero-VISA ve sonunda 2002
yilinda A.B.D.’nde VRSA (vancomycin resistant S. aureus) suslarinin saptanmasi ile,
Stafilokoklarda cogul antimikrobiyal direnci sorunu daha da iirkiitiicii hale gelmistir

(Baddour ve ark 2007).

Koagulaz Negatif Stafilokoklarda antibiyotiklere diren¢ gelisimi, 6zellikle hastane
infeksiyonlarinin tedavisi ve eradikasyonu agisindan problem olusturmaktadir (Franciolli
ve ark 1991, Maple ve ark 1989, Auwera ve ark 1990, Gray ve ark 1984, Kotilainen ve ark
1990, Younger ve ark 1987). Stafilokoklar sporsuz bakteriler icerisinde en direncli
bakterilerdendir (Boussard ve ark 1993). Penisilinlerin kullanilmaya baglandig1 yillarda S.
epidermidis suslarinin % 80’1 penisiline duyarliyken, 1940’lardan sonra bu direng giderek
artmis, buglin icin % 85-90 oranlarina ulagsmistir (Kloos ve ark 1994, Ludlam ve ark 1989).
Ulkemizde Ulusoy ve arkadaslarinin 1995 yilinda gesitli klinik 6rneklerden izole ettigi
Koagulaz Negatif Stafilokok suslarinda penisilin direncini % 79.9, Kurt ve arkadaslar1 1992
yilinda % 64 olarak bildirmiglerdir. Boylesine yiliksek oranda diren¢ olusum
mekanizmasiyla ilgili daha 6nce yapilan ¢aligmalarda en biiyiik rolii plazmidler araciligi ile

aktarilabilen beta laktamaz enziminin oynadig1 saptanmistir (Boussard ve Pithsy 1993,
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Degener ve ark 1994, Johnson ve ark 1986). Arastirma sonuglar lilkemizde yiiksek oranda
bulunan penisilin direncinin énemli bir sorun oldugunu gostermekte ve beta laktamaz
igeren Stafilokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlarda bilingsizce penisilin grubu antibiyotik
kullaninminin ~ antibiyotik  duyarlilik  testleri  yapilarak  Onlenmesi  gerektigini
vurgulamaktadir. Koagulaz Negatif Stafilokok'larda 1980°1i yillarda penisilin direnci % 41-
74 olarak bildirilmistir. Diger yandan Koagulaz Negatif Stafilokoklar'in (KONS) girisimsel
tan1 ve yontemlerinin kullaniminin artmasi ile firsat¢i enfeksiyon etkeni olarak artan sayida
saptanmakta, bu bakterilerdeki metisilin direncide 6nem kazanmaktadir (Willke 1992).
Bazi hastanelerde Stafilokok prevalansinin endemik hale gelmesiyle problemin boyutlar
dramatik olarak biiyiimiistiir. Bu da tedavide kullanilabilecek antimikrobiyalleri énemli
Olclide simirlandirmistir. Metisilin direngli Stafilokoklarin etken oldugu infeksiyonlarin
morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi ve yiliksek ek maliyet, ¢ogul antimikrobiyal

direncli Stafilokoklarin hemen her iilkede izlenmesine yol agmistir (Derbentli 2005).

1.10.Stafilokoklarda Metisilin Direncinin Mekanizmalari

1.10.1. mec DNA

Stafilokoklarin duyarli suslarinda bulunmayan yaklasik 30-50 kb ilave kromozomal
DNA, mec metisilin direngli suslarda vardir. Mec mecA, penisilin baglayan protein 2a
(PBP2a) icin striktlrel gen; mecl ve mecR1, mecA transkripsiyonun regilatér element
kontrolu; ve 20-45 kb mec-birlesik DNA igerir (Chambers 1997).

1.10.2. mecA

mecA metisilin direngliligi belirleyen indiiklenebilir 76-kDa PBP olan PBP2a’y1
(ayrica PBP2’ de denir) kodlar. Duyarli suslarda mecA’nin homologu bulunmaz. Hem
duyarli hem de direngli S. aureus suslar1 4 major PBPs (PBPsl1, 2, 3, 4) icerir. PBPs srein
proteazdan evrimsellesmis membran engelli DD-peptidazdir ve onlarin biyokimyasal
yapist serin proteazlara benzemektedir. Bu enzimler bakteriyel hiicre duvarinin ¢apraz bag
peptidoglikan olan transpeptidasyon reaksiyonunu Katalizler. Beta-laktam antibiyotikler

serin aktif bolge PBP’sine kovalent baglarla baglanmis substrat analoglaridir, enzim
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yaklasik olarak MIC’ler ile ayn1 konsantrasyon oranlarinda inaktive olur. Cogu beta-laktam
atibiyotiklere yiiksek affinitesi olan PBPs 1, 2, 3 hiicre biliylimesinde ve duyarli suslarin
hayatta kalabilmesinde esansiyeldir ve bu PBPs’ler ile baglanmis beta-laktamlar élimcul
olabilmektedir. Metisilin direncli hiicrelerde, beta-laktam anitibiyotiklere diisiik affinite ile
baglanan PBP2a, diger letal antibiyotiklerin konsantrasyonlarinda yiiksek affiniteli
PBPs’lerin esansiyel fonksiyonlarini yapabilir (Weller 1999).

mecA geni, Stafilokok tiirleri arasinda oldukga iyi korunmustur. mecA gen Urunu
olan PBP2a yiiksek molekiiler agirlikli PBP’dir. Yiiksek afiniteli PBP'lerde mevcut olan
Penisilin baglayici bdlgenin aynisi PBP2a'da da bulunmaktadir. mecA geninin ilk 300
niikleotidlik promoter bolgesi ve regulator genleri dizi olarak Stafilokoklarin Beta-

laktamaz bolgeleriyle benzerdir (Mallorqu ve ark 2004).

mecA’nin orjininin anlagilmasi giigtiir. Metisiline direncli Stafilokoklarin mecA
molekilu  ile%88 oraninda aminoasit benzerligi tasiyan bir mecA homologu
Staphylococcus sciuri‘detespit edilmistir (Chambers 1997, Couto ve ark 2000, Lowy 2003,
Japoni ve ark 2004). ilgingtir ki, mecA homologu bu tiirlerde yaygindir, fakat onun fenotipi
duyarhidir. Bunlar ve diger veriler mecA’nin S. scuri’yeyakin bir Koagulaz
NegatifStafilokok turiinden meydana geldikleri tezini desteklemektedir. Metisiline direncli
tim S. aureus suslart mecA'yikazanan 50k az sayidaki ata suslarin soyundan gelen klonal
suslardir (Chambers 1997).

mecA 'nin Metisiline direngli Stafilokoklar tarafindan nasil kazanildigi tam olarak

bilinmemektedir (Chambers 1997).
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Sekil 1.1.Stafilokoklarda mec geni siniflar1 (Hanssen ve ark 2006).

1.10.3. mecl ve mecR1

mecl ve mecRI genleri, mecA promotorunun hemen yukar1 kisminda lokalize olup
farkl1 yonde eksprese olan diizenleyici genlerdir (Kuwahara ve ark 1996, Hakenbeck ve
Coyette 1998, Kobayashi ve ark 1999, Weller 1999, Mallorqu ve ark 2004). Molekiler
diizen, yapi, fonksiyon ve regiilasyon mekanizmasi agisindan Stafilokokal Beta-laktamaz
regiilator elemanlar1 olan blal ve blaRF’yebenzerlik gosterirler. blal, Beta-laktamaz

geninin transkripsiyonunu baski altinda tutan DNA baglayici bir proteindir. blaRl ise Beta-
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laktam antibiyotiklerinin varliginda Beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu indukleyen
bir PBP'dir. Mecl ve MecRl da blal ve blaRI’yebenzer bir mekanizma ile

mecA’ninregllasyonunda rol oynarlar (Chambers 1997).

1970'ten onceki klinik izolatlarin biiyilk kisminda mecRI'inPenisilin baglayici
boélgesinde ve tam mecl geninin biiyiik bir kisminda delesyonlar mevcuttur. Bu suslarda
PBP2a iiretimi siirekli olmaktadir. 1980'den beri izole edilen suslarin c¢ogunda ise
diizenleyici genlerdeki delesyonlarin yerini mecl genindeki polimorfizmler ve mecA

promoter bolgesindeki mutasyonlar almistir (Chambers 1997).

1.11. Metisilin Direnclilik Cesitleri

1.11.1. intrinsik Metisilin Direnci

Bu tip direng gosteren Stafilokoklara MRS denir. MRS suslarindaki direnclilik; bu
bakterilerin normal penisilin baglayan proteinlerden (PBP) farkli olarak beta-laktam
antibiyotiklere daha diisiik affinitesi olan, PBP2a veya PBP2 adi verilen PBP’leri
nedeniyledir. Bilindigi gibi PBP’ler hiicre membraninda bulunan, bakteride penisilin
etkisinin primer biyokimyasal hedefleridir. Bu proteinler ayn1 zamanda hiicre duvar sentezi
sirasinda  peptidoglikan polimerlerinin ¢apraz baglanma reaksiyonunu Kkatalizleyen
enzimlerdir. Beta-laktamlar PBP’lerin aktif kisimlarindan kovalent baglarla baglanirlar.
Metisiline duyarli Stafilokoklarla arasindaki esas farklilik PBP’lerindeki farkliliktir.
MRS’lardaki PBP2a’nin diger PBP’lerden molekiil agirhigi ¢ok az farklidir, ancak beta-
laktam antibiyotiklere baglanma egilimi diisiiktiir. Diger yandan PBP2a yiiksek antibiyotik
yogunlugunda muhtemelen bakterideki diger PBP’lerin fonksiyonunu da iistlenmektedir,
aksi takdirde normal PBP fonksiyon eksikligi nedeniyle bakterinin 6liimii s6z konusu
olacaktir (Lyon ve ark 1987, Hackbarth ve ark 1989).

Metisilin direngli Stafilokoklarda PBP2a olusturulmasi kromozomal kontroldedir;
cogu zaman metisilin veya diger beta-laktamlarin varliginda indiiklenebilir (inducible),

bazen de yapisaldir (constituve).

35



Yapisal olusturulan PBP2a iceren MRS’larin direng fenotipi homojendir, yani

bakteri toplulugundaki tiim bireyler direnglidir.

Indiiklenebilir PBP2a igeren MRS’larda direng fenotipi heterojendir, ayn1 bakteri
toplulugunda direngli sus orani 10%-10° arasinda degisir (Diindar 2000). Buna
heterorezistans da denir (Hackbarth ve ark 1989). Heterojen populasyondaki yiksek
seviyede diren¢ goOsteren bu hiicre azinligi, mec elementi disinda olusan chr olarak
belirtilen ilave kromozomal mutasyonlar1 tasirlar. chr’deki mutasyonlarin homojen
metisilin direncine katkist bilinmemekle beraber yeni tanimlanan hmr lokusundaki
mutasyonlar bazi diren¢ mekanizmalarinin sorumlusu olabilir (Berger-Bachi ve ark 2002,
Akcam ve ark 2007). Heterojenik suslarda hiicrelerin ¢cogunlugu (genelde % 99.9 veya
daha fazlas1) beta-laktam antibiyotiklere diisiik konsantrasyonlarda duyarlidir. Biitiin klinik
izolatlar rutin iireme sartlarinda bu heterojen yapiyr sergilemektedir. Bununla birlikte
heterojen suglar kiiltiir kosullarinda (NaCl veya siikroz veya 30°C ile desteklenen
hipertonik kudltir besiyerinde treme gibi) homojen go6rulebilir (50ug/ml metisilin
konsantrasyonunda dreyen hicreler). 37-43°C’de inkubasyon veya EDTA ilavesi (pH5.2)
heterojen yapiy1 destekler ve biitiiniiyle direngliligi bastirabilir. Bu degisim gecici ve
fenotipiktir. Beta-laktam antibiyotiklerin varliginda heterojen suslarin pasaji yiiksek
direngli mutant klonlar1 segerek direng¢ fenotipini degistirir. Bu klonlar yiiksek direngli
hiicrelerin homojen suslarindan iretilir ve bu yiiksek direncli hucreler 50-100pg/ml’deki
metisilin konsantrasyonlarinda iireyebilir. Antibiyotik bulunan besiyerinde tekrarlanan
subkiiltiirler ile yiiksek direncli hiicrelerin oran1 kademeli olarak azalir ve orijinal heterojen

ornekler yeniden ortaya ¢ikar (Chambers 1997).

Yapilan genetik calismalarda PBP2a’nin mecA ya da mecA geni adi verilen bir
kromozomal genin 2.1 kilobase’lik bir kismi ile kodlandig1 gosterilmistir. Kontrandiiksiyon

calismalari ile MSS’larda mecA’ya alel gosterilememistir (Lyon ve ark 1987).
Yapilan ¢alismalarin verileri PBP2a geninin, Stafilokoklarin beta-laktamaz geni ile

diger cins bakterilerin PBP genlerinin fiizyonu ile olustugunu diisiindiirmektedir (Lyon ve

ark 1987, Hackbarth ve ark 1989).
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MRS’larda mec geninin ekspresyonunu etkileyen, fenotipi belirleyen en az 3
reglilasyon mekanizmasi vardir. Birincisi; PBP2a olusumunun bakteride hem mecA geni
hem de beta-laktamaz plazmidi varsa, beta-laktamlar tarafindan indiiklendigi gézlemine
dayanmaktadir. Bu nedenle beta-laktamaz geninin kontroli ile PBP2a geninin benzer
oldugu diisiiniilmektedir. ikincisi; mec geni igindeki bir kismin PBP2a yapimmm regiile
ettigi, bunun da fenotipi etkiledigi, {iciinciisii ise mecA disinda bir yerde lokalize olan
femA geni tarafindan metisilin direncinin ekspresyonunun belirlendigidir (Lyon ve ark

1987, Hackbarth ve ark 1989).

1.11.2. “Borderline” Metisilin Direnci

Buna kazanilmis metisilin direnci de denmektedir. Metisiline karsi bakteri
direncinin azalmasinin bir diger mekanizmast 1984’de McDougal ve Thornsberry
tarafindan tanimlanan, Stafilokoklarin asir1 beta-laktamaz iiretimine bagl direngliligidir.
Bu suslar metisiline sinirda bir direng gosterdigi i¢cin bunlara “borderline” denmektedir.
Penisilinaza direngli penisilinler (PRP) aslinda Stafilokoklarin penisilinaz enzimlerinin
hidrolitik etkilerine dayaniklidirlar. Ancak bazi Stafilokok suslar1 asir1 miktarda panisilinaz
olusturarak metisilin ve oksasilini yavas fakat 6nemli 6lclide parcalar. Ortama sulbaktam
veya klavulanat eklendiginde bu suslara karsi PRP’lerin minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIC) birka¢ misli diismektedir. BORS suslart PBP2a olusturmamalart
ve diren¢ kontroliiniin plazmide bagimli olmasiyla MRS’lardan farklidirlar (McDougal ve
ark 1986). Borderline suslar mecA’nin olup olmamasi baz alinarak ikiye ayrilabilir. mecA
iceren suslar PBP2a iireten asir1 derecede heterojen metisilin direngli suslardir. Bu suglar
yiikksek ila¢ konsantrasyonunda tireyebilir ve kiiciik olduklar1 halde hiicreler direncli
subpopulasyonlara sahiptir (Chambers 1997). mecA igermeyen suslari heterojen mecA
pozitif suslardan fenotipik olarak farkli olabilirmecA negatif suslardaki borderline
direnclilik Stafilokokkal beta-laktamaz’in asir1 iiretiminin veya normal PBP genlerinin

modifikasyonunun sonucu oldugu varsayilmaktadir (McDougal ve Thornsberry 1986).

Modifiye PBPs’nin borderline direncliligini {iretebildigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Tomasz ve arkadaslari mecA negatif, beta-laktamaz negatif klinik
izolatlarinda, PBPs 1, 2, ve 4 tarafindan penisilin baglamanin degisimini rapor etmistir.
Berger-Bochi ve arkadaslar antibiyotik i¢inde pasaj ile se¢ilmis diren¢li mutantlarda PBPs

2 ve 4’lin degisimlerini bulmustur (Chambers 1997).
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1.11.3. “Intermediate” Metisilin Direnci

Stafilokoklarda modifiye PBP’lere bagli metisiline duyarlilik azalmasidir. Bu tip
direngli suslara MODS denmektedir. MODS suslar1 normal yapida PBP1 ve PBP2
igerirler; ancak bu PBP’lerin beta-laktam antibiyotiklere affinitesi diisiiktiir. Ayrica MODS
suslarinda normalden fazla miktarda PBP4 vardir (Willke 1992).

1.12. Metisilin Direncinin Diizenlenmesi

PBP2a’nin sentezi Mecl ve MecR1 proteinleriyle ve eger varsa regulator blaZ
sistem proteinleriyle diizenlenir. Ayn1 zamanda i¢ ve dis faktdrler de metisilindirencini

etkiler (Berger-Bachi ve ark 2002, Stapleton ve ark 2002).

1.12.1. i¢ Faktorler

PBP2a metisilin direncini diizenlemede esas oldugu igin, mecA geninin
ekspresyonu ile ya da PBP2a’nin aktivitesi ile iliskili olan her faktdr metisilin direncine
etkili olabilir. Genetik ve biyokimyasal caligmalar PBP2a’nmin kat1 bir substrat
gereksinimine sahip oldugunu gdstermistir. Sonug¢ olarak bu substratlarin olusumunu
etkileyen herhangi bir faktor metisilin direncine midahale edebilir. Bu durumda
fosfomisin, pB-kloro-D-alanin ve D-sikloserin gibi hiicre duvar sentezinin erken
inhibitorlerinin - metisilin ~ direncini  azalttigi  bulunmustur. Calismalar PBP2a’nin

asagidakilere gereksinim duydugunu gostermektedir:

Belli uzunlukta glikan zinciri: PBP2a, PBP2’nin transglikozilaz aktivasyonuna
bagimhidir. beta-laktamlar yiiksek molekiiler agirlikli PBP’lerin transpeptidaz bdlgelerini
inhibe ederler. Ancak transglikozilaz bolgesini etkilemezler. PBP2’nin transglikozilaz
bolgesinin inaktivasyonu, uzunlugu daha kisa glikan zincirlerinde bir artisa ve metisilin

direncinde belirgin bir diisiise sebep olur (Stapleton ve ark 2002).

Ana peptidlerin normal peptid konfigiirasyonuna sahip olmasi gerekir: Besiyerine
glisin eklenmesi, peptidoglikan ana peptidlerinin iki alanin rezidlsiyerine, iki glisin
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rezidiisiinde son bulmasina yol acar. Bu da metisilin direncindeazalmaya ve ¢ok direncli

homojen suslarin heterojen fenotiplere doniismesine yolagar (Stapleton ve Taylor 2002).

Pentaglisin ¢apraz koprulerinin saglam olmasi gerekir: femA, femB ve femX’in
hepsi glikan zincirlerini birbirine baglayan, pentaglisin ¢apraz kopriilerinin kurulmasinda
rol oynarlar. femX ilk glisini ekler, femA glisin 2 ve 3’0 ve femB glisin 4 ve 5’i ekler. femA
ve femB birbirlerinin gorevini yapamaz. Bu proteinleri kodlayan genlerin herhangi birinin
inaktivasyonu, sirasiyla mono ya da triglisin ¢apraz kopriileri igeren hiicre duvarlariyla
sonuglanir. femA ve femB genlerinin herhangi birisinin inaktivasyonunun letal oldugu
diisiiniilmektedir ancak tamamlayici mutasyonlar hiicre canliligini yeniden diizenleyebilir.
femA ya da femB’nin inaktivasyonu metisilin direncinde buyik oranda azalmaya yol acar.
Sonug olarak femA ve femB proteinleri, MRSA infeksiyonlari igin yeni ilag ¢alismalarinin
hedefi olabilirler. femA ve femB’nin inaktivasyonunun ek bir avantaji da ayn1 zamanda
virulans faktorlerin sekresyonunu etkileyerek infeksiyon yapabilme oOzelligini kisitlar
(Stapleton ve ark 2002). Peptidoglikan sentezi, biyosentetik enzimlerin esgudimlu
fonksiyonlarmin yani sira, ayni zamanda peptidoglikanin yeniden sekillenmesini ve hiicre
boliinmesi ile ilgili var olan litik enzimlerin fonksiyonlarini da gerektirir. Metisilin direnci,
hlcrelerin otolitik enzim aktivitelerini etkileyen genlerin inaktivasyonundan da etkilenir.
Bilinmeyen fonksiyonlu proteinleri kodlayan Ilm geninin inaktivasyonu homojen suslari,
heterojen fenotipe doniistiirlir ve artan sayida otolitik aktivite ile iligkilidir. Sar, Agr ve
SigmaB gibi global diizenleyici proteinlerin aktivitelerinin metisilin direncini etkiledigi
bilinmektedir. Bu proteinlerin etkileri muhtemelen hiicre duvar1 ve ekzoproteinlerin
sentezinde gorev yapan kontrol genleri aracilifiyladir (Stapleton ve ark 2002). Metisilin

direng seviyesini etkileyen kromozomal genler Cizelge 1.4.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.4. Metisilin Direng Seviyesini Etkileyen Kromozomal Genler (Deurenberg ve ark 2007)

GEN

Fonksiyonu veya metisilin diren¢ seviyesine etkisi

fmhB (femX)

Interpeptid formasyonu; ana peptide ilk glisini ekler, inaktivasyonu letaldir

femA Interpeptid formasyonu; ana peptide 2. Ve 3. Glisini ekler, inaktivasyonu metisilin
direncini ortadan kaldirir.

femB Interpeptid formasyonu; ana paptide 4. Ve 5. Glisini ekler, inaktivasyonu metisilin
direncini azaltir.

femC (gInR) Glutamin sentezini baskilar; inaktivasyonu metisilin direncini azaltir.

femD Fosfoglukozamin mutaz; glukozamin-6-fosfatin, glukozamin-1-fosfata
dontigiimiinii katalize eder, sitoplazmik peptidoglikan prekiirsoriidiir, inaktivasyonu
metisilin direncini azaltir

femE Fonksiyonu bilinmiyor; inaktivasyonu metisilin direncini kismen azaltir.

femF (murE)

Peptidoglikan ana peptide lizinin birlestirilmesini katalizler; inaktivasyonu

metisilin direncini azaltir.

fmtA Membran proteini, inaktivasyonu peptidoglikan ¢apraz baglarinda azalmaya ve
metisilin direncinde azalmaya yol acar.
fmtB (mrp) Hiicre yuzey proteini; fonksiyonu bilinmemektedir, inaktivasyonu metisilin

direncini azaltir.

fmtC (mrpF)

Membran iliskili protein; inaktivasyonu metisilin direncini azaltir.

LIm Fonksiyonu bilinmemektedir; inaktivasyonu metisilin direncini azaltir.
IytH Litik enzimlerin homologu; inaktivasyonu metisilin direncini arttirir.
PBP2 Penisilin binding protein 2; PBP2’nin fonksiyonel transglikozilaz bdlgesi
metisilin direnci icin gereklidir.
sigB Yardimci transkripsiyon faktorii; inaktivasyonu metisilin direncini azaltir.
hmrA Varsayilan aminohidrolaz; fazla ekspresyonu metisilin direncini arttirir.
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1.12.2. Dis Faktorler

Tuz konsantrasyonu, pH, besiyeri kompozisyonu, osmolarite ve 1s1 belli baslilaridir.
Bu dis etkenlerden bazilari, heterojen metisilin direnci gosteren suslarin tespitini
kolaylastirmak i¢in laboratuvarlarda kullanilir. izolatlar yiiksek NaCl konsantrasyonu (% 2)
ve diisiik 1silarda (30 35°C) iiretilir. NaCl konsantrasyonu ve 1sinin bu etkiyi nasil yaptigi
bilinmemektedir. Metisilin direng seviyelerinin multiple kromozomal faktdrlere bagh
oldugu gosterilmis olsa da, klinik izolatlarda yiliksek seviyeli dirence yaptigi katki
ispatlanamamistir. Transkriptom veya proteom analizi gibi yeni gelistirilen teknikler, bu

sorunun ¢oziilmesine yardimci olacaktir (Stapleton ve ark 2002).

1.13. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Bir infeksiyonun sagaltimi ile ilgili uygun antimikrobiyal ajan se¢iminde; olasi
infeksiyon etkeni, infeksiyon etkeninin antibiyotik duyarliligi, ilacin in vivo aktivitesini
etkileyebilecek konak faktorleri, infeksiyonun yeri, ilacin farmakodinamik ve
farmakokinetik 6zellikleri gibi bir dizi faktoriin degerlendirilmesi gereklidir (Arman 1998,
Craig 1998). Antimikrobiyal ajanin etken mikroorganizma {izerinde invitro aktivitesi
tedavide g6z Oniine alinmas1 gereken faktorlerden biridir. Bir antibiyotigin antimikrobiyal
aktivitesinin saptanmasi i¢in uygulanan in vitro islemlere genel olarak duyarlilik testleri adi
verilmektedir (Jorgensen 1997, Giilay 1999). Duyarlilik testleri, klinik agidan 6nemli, hizli
ureyen aerop ve fakuiltatif anaerop bakterilerin tedavide uygulanacak antibakteriyel ajana

duyarliligin 6ngoriilemedigi durumlarda yapilmaktadar.

Antimikrobiyal ilaglara kars1 duyarlilik bircok yontem ile saptanabilmektedir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle ilaclarin inhibitor (bakteriyostatik) aktivitesi

degerlendirilir. Bu amagcla uygulanan yontemler:
1. Kat1 veya s1v1 besiyerlerinde seyreltme (dilusyon) yontemleri
2. Disk diflizyon yontemi

3. Gradiyent diftizyon (Etest) yontemi (Jorgensen 1997, Gulay 1999).
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1.13.1. Agar Dilusyon Yontemi

Seyreltme yontemlerindestandart sayida bakteri toplulugu (inokulum), iki kati
dilisyonlar seklinde degisen yogunluklarda antimikrobiyal ajan ile karsilagtirilir.
Inkubasyon siiresi sonunda gdzle goriiniir iremeyi engelleyen en diisiik antimikrobiyal ilag
yogunlugu saptanir. Buna Minimum InhibitérKonsantrasyon (MiK)denir ve mg/L seklinde
ifade edilir. MIK degerinin duyarlilig1 m1 yoksa direnci mi temsil ettiginin belirlemek icin,
bulunan konsantrasyon duyarlilik smiriadi verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK, bu
siirdan diisiik ise mikroorganizma s6z konusu ajana duyarli olarak degerlendirilir. Bunun
disinda orta ve direncgli kategorileri de saptanir. Duyarlilik sinirlari, sagaltim sirasinda
ulasilan serum ve doku diizeyleri ile, duyarlilik 6zelligi kesin olarak bilinen bakterilerin
MIK degerleri géz 6niine alinarak belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan icin bakteri
tiiriine gore de degisen ayr1 bir sinir deger s6z konusudur. Genel olarak sagaltimin basarisi
icin MIK degerinin serum diizeyine (Cmax) kiyasla 4-16 kez diisiik olmas1 istenmektedir
(Craig 1997). Seyreltme temeline dayanan testler kantitatif sonu¢ verdigi igin
yeglenmektedir. S1v1 besiyerindeki seyreltme yontemleri, tiipte uygulaniliyorsa makro (tiip)
dilusyon, mikrodiliisyon plaklarinda uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak adlandirilir

(NCCLS 1997).

1.13.2. Disk Diflizyon Yontemi

Disk diflizyon yontemindebelirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildig1 agar plaklari yiizeyine
yerlestirilir. Boylelikle, diskteki antibiyotik agar icerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu
diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk ¢evresinde bakterilerin iiremedigi
dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin cap1 Olgiilerek duyarlilik kategorileri
belirlenir. Bu kategoriler ile ilgili smir degerleri, her antimikrobik ajan icin MiK ile korele
edilerek ve erisilebilir serum diizeyleri g6z Oniine alinarak saptanir (Jorgensen 1997,

Huang ve ark 1993)
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1.13.3. E-test

Diflizyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve siirekli bir konsantrasyon
degisimi olacak sekilde antibiyotik igeren plastik striplerin kullanildigi bir yontemdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alanmin stripi kestigi
konsantrasyon MIK olarak belitlenir. Bu yontem 6zellikle Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoea gibi gii¢ iireyen bakteri tiirlerinin MIiK

degerlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Jorgensen 1997).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. izolasyon Ornekleri

Yapilan bu tez c¢alismasinda 2012 yili yaz aylarinda Aydin ili ve c¢evresinde
bulunan laktasyon doneminde olan ve CMT pozitif reaksiyon veren subklinik mastitisli

100 adet kecinin herbirinden olmak Uizere toplamda 100 adet siit 6rnegi toplanmuistir.
2.1.2. Besiyerleri, Ayiraglar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskleri
2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

BloOd AQar... .. 409
DISHIE SU. vttt e e e 1000 ml

Karistmin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanmis, onbes dakika otoklav edildikten sonra,

50°C’ye kadar sogutulup, icine % 7 oraninda steril koyun kani ilave edilmistir.
2.1.2.1.2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404)

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

gozlenebilmesi icin MSA kullanilmistir.
Mannitol Salt Phenol Red Agar...........ccoovviiiiiiiiii s 108 g

DSt SU. . et e 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, onbes dakika otoklavda sterilize edildikten

sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiilmiistiir.
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2.1.2.1.3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 129)

Mueller-Hinton Agar..........cooiiiiiiiiiii e e, 389
DISHIE SU. ..ttt 1000 ml
pH: 7,3%£0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su icinde kaynatilarak eritilip 121°C'de 1 atm
basingta 15 dakika sterilize edildi. 45-50°C'a sogutulup steril petri kutularma 12,5 ml

dokiilmiistiir.

2.1.2.1.4. Katyonu Ayarlanmis Mueller-Hinton Broth (CAMHB) (Oxoid CM 0405)
Mueller-Hinton Broth.............coooiiii i, 219
DISHIE SU. et 1000 ml

pH: 7,3%0,2

Besiyeri 21 g olacak sekilde distile su i¢inde kaynatilarak eritilip 121°C'de 1 atm
basingta 15 dakika sterilize edildi. 45-50 °C'a sogutulup kullanilana kadar +4 °C’de

saklandi.

2.1.2.1.5. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)
BHIB ..o e e e 8¢
ST 20 ml
DS SU. vttt e e e e e e 80 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan

sonra 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edilmistir.

2.1.2.1.6. Tryptic Soy Broth (CASO) (Merck 1.05459)

Peptone from Casein............oiviiiiiiiiii i i e v AT Q)

Peptone from soymeal.............oooii i . 30

D (4) GIUCOSE. .. ettt it e e e e e e 259
NG L e 59
KoHPO g e e 25¢
DISHIE SU. vttt et e e e 1000 ml
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Karisimin 25°C’deki pH’s1 7,3-7,5 olacak sekilde ayarlandi. 5 ml miktarda tiiplere
dagitildi. 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edilmistir.

2.1.2.1.7. DNAse Test Agar (Merck 1.10449)
L] 01 72 20 g
NAC . . 759
DeoksiribonUkIeik asit.........ccoiuiniii i 20
AGAT AGAN .. e 15¢
DISHIE SU. vttt e e e e e e 1000 ml

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

edildi. 12,5’er ml miktarda steril petrilere dokiilmiistiir.

2.1.2.1.8. Urea Broth (Merck 1.08483)

Yeast eXtract .....oovveiiiiii i e 0,10

KH PO et e, 9,19
NA HP O 4 i e 9549
Phenol red ... 0,01g
O =T 209
DISHIE SU. .. 1000 ml

Karigimin pH’s1 6,8-7,00’a ayarlandi. Broth tamamen eritildikten sonra membran

filtre yontemi ile 3 ml olarak tiiplere dagiltilmistir.

2.1.2.1.9. Antibiyotik Sulandirmalar:

Agirlik (mg) = Hacim (ml) x Konsantrasyon (ug/ml)

Deney Potensi (ug/mg)
NCCLSI M31-A2 standartinda belirtildigi lizere antibiyotik tozlar hesaplanmis ve

uygun solvent ve diluentte sulandirilmistir.
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2.1.2.2. Solusyonlar

2.1.2.2.1. TAE Elektroforez Buffer

50x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlanmistir:

TS BaS. . et e e e e e e e 40 mM
ASEEIK ATt e 20 mM
B D T A o e s 1mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alinip distile su ile hacim 1000 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklanmistir.

2.1.2.2.2. Gel Loading Buffer (6 X)

Bromofenol Mavisi.........c.coovii i, 25 mg

SUKIOZ e 49

[ X 10 ml’ye
tamamlanmustir.

2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2.1.3.1. Kullanilan Cihazlar

PCR 25 drnek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kademeli termal donguleme

cihazinda gerceklestirilmistir.

2.1.3.2. MgCl,, Tag DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set

2,5 mM MgCl,, Taqg DNA polimeraz (1U), 10X Taq Buffer (100 mM (Tris-HClI,
pH 8,3,500 mM KCI) 0,2 mM deoksinukleotid trifosfat (ONTP) set (dAATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas®) kullanildi.
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2.1.3.3. Primerler

mecA geninin tespiti i¢in aragtirmamizda kullanilan primerler Cizelge 2.1.°de

verilmigtir.
Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler
Primer Oligonukleotiddizisi ( 5°-3%) Referans
mecAl 5’-CTCAGGTACTGCTATCCACC-3’ Virdis ve ark 2010
mecA2 5’-CACTTGGTATATCTTCACC-3’ Virdis ve ark 2010

2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Biorad® marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi

Vilber Lourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlanisi

AQarose (Prona) ......oeveeeeii i 290

TAE (0,5X) v 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karigtirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk. kaynatilan karisim, 50°C’ye kadar sogutuldu. Etidyum bromiir
ilave edildikten sonra, halen sivi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca,
kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak
olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel,
kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

2.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp lik DNA ladder (Fermentas®) kullanildi.
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2.1.4.3. Etidyum Bromur

Elektroforez isleminden 6nce goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Biochemica®
marka % 1’°lik Ethidium Bromdiir 50°C’ye kadar sogutulan agaroz jel icerisine 5 pl

miktarinda eklenerek kullanildi.

2.1.4.4. Standart Suslar

Tiim testlerde kalite kontrol suslari olan Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve Staphylococcus aureus ATCC 33591 kontrol

olarak kullanilmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin alinmasi

Her siit 6rnegi alimirken, meme baslar1 su ve siinger yardimi ile temizlenip
kurulanmis ve % 70’lik alkol ile silinmistir. Meme basindaki saprofit bakterileri

uzaklagtirmak i¢in ilk birka¢ ml siit atildi. Steril enjektdrler igine 5 ml miktarda alinmistir.

Alman tiim drnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina ayni giin getirilip
laboratuvar calismalarina baslamilmistir. Incelemesi yapilan tiim kegi materyalleri hayvan

sahipleri bilgilendirilip, izin alinarak temin edilmistir.
2.2.2. Staphylococcus sp. izolasyonu

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

degerlendirilmistir (Murray ve Patrick 2003).
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2.2.2.1. Gram Pozitif Koklarin Identifikasyon

Izolatlarin fenotipik identifikasyonlarinda kullamilan katalaz, novobiocin ve
bacitracin duyarlilik, slaym faktér, DNAse ve tiip koagulaz testleri asagidaki anlatildigi
sekilde yapilarak gerceklestirilmistir.

2.2.2.1.1. Katalaz Testi: Bu test i¢in besiyerinde iireyen kolonilerden steril 6ze ile alinip
temiz bir lam tizerine aktarildiktan sonra tizerine 1-2 damla % 3’luk hidrojen peroksit
damlatilmigtir. Katalaz enzimi olusturan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene
ayristirdigi i¢in ortamdaki oksijen ¢ikisi kabarcik olusumu ile belirlenmistir. Bu nedenle
test sonucu kabarciklar meydana geldiginde katalaz pozitif, kabarciklar olusmadiginda ise
katalaz negatif olarak degerlendirilmistir.  Streptococcus spp. katalaz negatif,
Micrococcaceae familyasindaki Micrococcus spp. ve Staphylococcus spp. ise pozitifdir
(Murray ve Patrick 2003).

2.2.2.1.2. Basitrasin Duyarhh@i: Katalaz pozitif suslardan tek bir koloni Tripttik Soy
Broth’da tiretildikten sonra Mueller Hinton Agara ekim yapilmistir ve ekim hatt1 iizerine
basitrasin diski (Oxoid 0,04U/ml) yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saat inkube edildikten sonra

basitrasine direngli suslar Staphylococcus spp. olarak ayrilmistir.

2.2.2.1.3. Koagulaz Testi: Calismada, kullanilan bakterilerin koagulaz testleri tupte
gergeklestirilmistir. Bunun igin incelenecek koloni, igerisinde 0,8 ml serum fizyolojik ve
0,2 ml EDTA’1 tavsan plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck) bulunan bir
tipe ekilmistir. 37°C’deki benmaride birakilarak 1, 2, 4, 8 ve 24. saatlerde pihtinin
olusmasi gozlemlenmistir. Koagulaz enzimine sahip tiirlerin kan plazmasini koagiile
etmesi sonucunda test tiipiinde katilasma meydana gelirse, test sonucu pozitif, katilagma
meydana gelmiyorsa negatif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen tim koagulaz negatif
suslar daha sonra kullanilmak ftizere, % 20 gliserinli BHIB igerisinde -80°C’de

saklanmistir.

2.2.2.1.4. Mannitol Fermentasyonu: Katalaz pozitif ve koagulaz negatif olan suslar
bakterilerin mannitol salt agara ekimleri yapildi. 37 © C’de 24 saatlik inkubasyondan sonra
izole edilen Staphylococcus kolonileri ¢evresinde mannitolden asit olusumunu gosteren

sar1 bir zon varligi ile degerlendirilmistir
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2.2.2.1.6. DNAse Testi: DNA’l1 besiyerine Koagulaz Negatif Stafilokok kdltiiriinden ¢izgi
ekimi yapilip 35°C’de 24 saat bekletilmis, daha sonra agar yiizeyine 1 N HCI
damlatilmistir. Ekim ¢izgisinin ¢evresinde saydam bir zon olusmast ile test

degerlendirilmistir.
2.2.2.2. Antibiyogram
2.2.2.2.1. Bakteri Inokulumun Hazirlanmasi

Kanli Agarda tiremis kolonilerden ayn1 morfolojideki 5 koloni Triptic Soy Broth’a
ekilmistir. 0.5 MacFarland bulanikligina ulasana dek 37°C’de 2-8 saat inkube edilmistir
(1x 10%CFU/ml). Bakteri suspansiyonlar1 1:10 oraninda sulandirilmistir. Boylece bakteri

inokulumu 1x10’CFU/ml konsantrasyonuna ayarlanmustir.
2.2.2.2.2. Broth Mikrodilusyon

Mikropleytteki tim kuyucuklara 100ul Katyonu Ayarlanmis Mueller Hinton Broth
konulmus daha sonra ilk kuyucuklara 256 pg/ml antibiyotik solusyonundan 100ul
eklenmistir ve ilk kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu 128 pg/ml olarak ayarlanmistir.
Bu konsantrasyondan 100ul alip 128 pg/ml konsantrasyonuna aktarilarak dilusyon
yapilmistir. Bu islem 0,0625 pg/ml konsantrasyondaki kuyucuga kadar tekrarlanmis ve en
son 100 upl atilmistir. Mikropleytlerdeki antibiyotik ajanlarin final konsantrasyonlari
0,0625-128ug/ml arasinda olmustur. Tiim kuyucuklara 1x10’CFU/mI konsantrasyonundaki
bakteri inokulumundan 5 pl eklenmistir. Boylece bakteri inokulumu final konsantrasyonu

5x10°CFU/ml’ye ayarlanmustir.

Pleytler 35 °C’de 18-24 saat inkube edilmistir. Uremenin gozlenmedigi en diisiik
antibiyotik konsantrayonu MIK degeri olarak kaydedilmistir (NCCLS 2005).

2.2.3. mecA Geninin Belirlenmesi

Tiim izolatlarin mecA geni varlig1 spesifik primerler kullanilarak PCR ile
incelenmesi sonucunda belirlenmistir. PCR i¢in Oncelikle izolatlardan kromozomal DNA

ekstraksiyonu yapildi.
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DNA Ekstraksiyonu

Suslardan total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA ekstraksiyon Kkiti

(Fermentas®) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gergeklestirildi:

*Bir 0ze dolusu stafilokok kaltirt 400 pl lizis solusyonu ile stispanse edildi.
65°C’de 5 dk inkibe edildi.

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

Stipernatant atild.
*800 pl presipitasyon solusyonu pelet tizerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santriftlj edildikten sonra DNA iceren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiraldi.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril
distile suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.

2.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genotipik olarak tum Koagulaz Negatif Stafilokok suslarinda mecA geninin varligi
incelendi. Tim PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PCR amplifikasyonu 50 ul toplam
hacimde, son konsantrasyon 10X Taqg enzimi tampon ¢o6zeltisi 1X, magnesium klorir
(MgCl3) 4 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her biri icin) 0,4 pmol, Tag DNA polymerase 1,5
U, Template DNA (her bir 6rnek i¢in) 300 nM olacak sekilde gergeklestirildi. Kullanilan

malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 2.’de belirtilmistir.
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Cizelge 2.2.Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 1 érnek (ul)
Tag Buffer (10X) 1X 5
MgCl, (25mM) 2.5 mM 5
dNTP (10mM) 0,2 mM 1
Primer - 1 (100 pmol) 10 pmol 2
Primer - 2 (100 pmol) 10 pmol 2
Taq Polimeraz (5U) 15U 0.5
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir 29.5
Template DNA 300 nM 5
TOPLAM 50

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, ©rnek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser pl alinip, ilgili tiiplerin i¢lerine eklenerek ve agizlar
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlaria yiiklenip,
programlandi. mecA gen analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami sirasi ile Cizelge 2. 3’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denattirasyon 94°C 60 sn
Baglanma 30 52°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk
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2.2.3.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 3 pl kadar alinip, daha sonra elde edilen
10 ul PCR iiriinleriyle karistirildi. Olusturulan karisimdan 10 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga ytiklendi.

2.2.3.3. Amplikonlarin Elektroforez Tankinda Yiiriitiilmesi

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak,
100 voltluk akimda 40 dk yuritldd.

2.2.3.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan ¢ikarildi. Siire sonunda yiiriitilen jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra,

bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

Degerlendirme asamasinda PCR analizinde; mecAl ve mecA2 primerleri icin 479

bp araliginda bant olusumlar1 arand: (Virdis ve ark 2010).
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3. BULGULAR

Bu calismada 2012 yili yaz aylarinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan laktasyon
doneminde olan 100 adet subklinik mastitisli kecinin her birinden siit 6rnegi alinmistir.
Toplam 100 adet 6rnekleme yapilarak Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’nda Koagulaz Negatif Staphylococcus yodninden
incelenmistir. Izole edilen etkenlerin fenotipik olarak tiir diizeyinde identifikasyonlari,
broth mikrodilusyon yontemi ile antibiyotik direnclilikleri ve PCR ile mecA geni tespiti

yapilmugtir.
3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Incelenen toplam 100 adet siit drneginin 67’sinde (% 67) Koagulaz Negatif
Stafilokokizolasyonu gergeklestirilmistir. zole edilen 67 sustan 19 (% 28) adedi S. lentus,
17 (% 26) adedi S. warneri, 12 (% 18) adedi S. haemolyticus, 8 (% 12) adedi S. xylosus, 4
(% 6) adedi S. schliferi, 3 (% 4) adedi S. cohnii, 2 (% 3) adedi S. caprae ve 2 (% 3) adedi
S. hyicus, olarak belirlenmistir.Izole edilen Koagulaz Negatif Stafilokok tiirleri ve oranlari

Cizelge 3.1.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Izole edilen Koagulaz Negatif Stafilokok tiirleri ve oranlar

[zole edilen Koagulaz
Negatif Stafilokok Izolasyon Sayisi Yiizde Orani (%)
Turleri

S. lentus 19 28

S. warneri 17 26

S. haemolyticus 12 18

S. xylosus 8 12

S. schliferi 4 6

S. cohnii 3 4

S. caprae 2 3

S. hyicus 2 3
TOPLAM 67 100
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3.2. Antibiyogram Sonuglari

Izole edilen 67 adet Koagulaz Negatif Stafilokok susuna ampisilin, oksitetrasiklin,
sefaperazon, kloksasilin, danofloksasin ve enrofloksasin antibiyotiklerinden broth

mikrodilusyon yontemi ile antibiyogram testi yapilmaistir.

67 sustan 52 (% 78) adedi ampisiline, 17 (% 25) adedi oksitetrasikline, 7 (% 10)
adedi sefaperazona, 55 (% 82) adedi kloksasiline, 10 (% 15) adedi danofloksasine ve 10 (%
15) adedi de enrofloksasine direncli olarak tespit edilmistir. Ayrica 1 (% 1.5) adet sus
oksitetrasikline, 11 (% 16) adet sus enrofloksasine ve 8 (% 12) adet sus da danofloksasine
orta derecede duyarli olarak bulunmustur. Antibiyogram sonuglarinin Koagulaz Negatif

Stafilokok suslarina gore dagilimi Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Antibiyogram sonuglarinin Koagulaz Negatif Stafilokok suslarina gore dagilimi

Koagulaz Negatif n OB AMP DNF ENR oT CFP

Stafilokok suslari R R R I R I R I R
S. warneri 17 13 14 4 | 2 2 1 8 - 3
S. haemolyticus 12 11 9 - 11 1 3 - 1 -
S. xylosus 8 5 5 - 11 1 2 1 - -
S. hyicus 2 1 2 -] - - 1 1 - -
S. lentus 19 17 17 4 | 3 5 6 - 4
S. cohnii 3 3 2 2 |1 1 2 1 - -
S. schliferi 4 4 2 - - 1 - - -
S. caprae 2 1 1 - - 1 - - -

n: sus sayis;; OB: kloksasilin; AMP: ampisilin; DNF: danofloksasin; ENR: enrofloksasin; OT:
oksitetrasiklin, CFP: sefaperazon; R: direngli sus; I: orta derecede duyarli sus

3.3. PCR Bulgulan

Bu tez calismast ile siit¢ii kecilerde mastitis infeksiyonlarina sebep olan Koagulaz
Negatif Stafilokoklarin tanis1 mecAl ve mecA2 primerleri kullanilarak yapilmistir.
Arastirmamizda izole edilen 67 Koagulaz Negatif Stafilokoklar ile yapilan PCR ¢alismasi
sonucunda mecA pozitif olarak identifiye edilen drnek sayisi toplamda 3 (% 4.5) adettir. 2
(% 3) adet S. warneri ve 1 (% 1.5) adet S. xylosus susunda mecA geni identifikasyonu

yapilmistir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. PCR pozitif 6rnek sayilari ve yiizdeleri

PCR Pozitif PCR Pozitif
Koagulaz Negatif Sayist Yiizdesi
Stafilokok Susu
(adet) (%)
S. lentus 0 0
S. warneri 2 3
S. haemolyticus 0 0
S. xylosus 1 15
S. schliferi 0 0
S. cohnii 0 0
S. caprae 0 0
S. hyicus 0 0
Toplam 3 4.5
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500 bp

Sekil 3.1.Keci kokenli Koagulaz Negatif Stafilokok izolatlarinda mecA direng geni varligi - M: 100
bp isaretleyici; P1: S. aureus ATCC 25923 pozitif kontrol; P2: S. aureus ATCC 43300 pozitif
kontrol; P3: S. aureus ATCC 33591 pozitif kontrol; 1: Pozitif drnek (S. warneri); 2: Pozitif
ornek(S. warneri); 3: Negatif drnek; 4: Pozitif 6rnek (S. xylosus)
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4. TARTISMA

Koagulaz Negatif Stafilokoklar’in eskiden derinin normal florasinda bulunan
zararsiz etkenler oldugu diisiiniilmekteydi ancak 6zellikle subklinik mastitislere yol agmasi

ile glinlimiizde mastitis olgularinda 6nemli firsatc1 patojenler olarak degerlendirilmektedir.

Subklinik mastitisli sttlerde Koagulaz Negatif Stafilokoklarsut 6rneklerinden izole
edilen patojenlerin % 44,7-% 95,9 unu olusturmaktadir (Virdis ve ark 2010). Bu ¢alismada
da Koagulaz Negatif Stafilokoklar, % 67 gibi yiiksek bir oranda izole edilmistir.

Ciftliklerde meme ici antibiyotik uygulamalar1 subklinik mastitis tedavisinde etkili
oldugunu kanitlamak i¢in artmistir (Poutrel ve ark 1997). Ancak siit ¢iftliklerinde genis
antibiyotik kullanimi antibiyotik direngli bakterilerin meydana gelmesine ve seleksiyonuna

yol acabilmektedir (Walther ve ark 2006).

Cig siitlerden izole edilen mastitis patojenlerinin antibiyotik direnglerini konu alan
bircok calisma vardir. Ozellikle Metisilin direngli Staphylococcus aureus ve Koagulaz
Negatif Stafilokoklar olmak iizere ¢ig siitlerde multiple direncliligin belirlenmesi siit
tirlinleri zinciri boyunca potasiyel yayilimlart nedeniyle biiylik problem olarak kabul
edilmektedir. Kiigiik ruminantlarda MRSA suslarinin yayilimi tartismalidir. MRSA suslari
tim B-lactam antibiyotik siniflarina dirence yol agan diisiik affiniteli penisilin baglayan
protein 2a’y1 (PBP2a) kodlayan mecA geninin varligi ile belirlenmektedir. Birka¢ ¢aligma
subklinik mastitisli keci sitlerinden izole edilen S. aureus suslarinin mecA geni
tasimadigini rapor etmistir (De Santis ve ark 2005) veya biiylik ihtimalle insan orjinli gok

az susun methicilline direngliligi belirlenmistir (Vautor ve ark 2007).

Antibiyotik duyarlilik ¢aligmalar1 agirlikli olarak Bauer ve arkadaslarinin (1966)
disk difuzyon metodu ile yapilmistir. Broth mikrodilusyon ve agar dilusyon metodlar1

minimum inhibitor konsantrasyonunu belirlemek icin tercih edilmektedir.
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Bu c¢aligmada Koagulaz Negatif Stafilokoklarda broh mikrodilusyon yontemiyle
methicillin (cloxacillin) direngliligi belirlenmis ve mecA geni varligiyla uyumu

arastirilmistir.

ArastirmamizdaKoagulazNegatif ~Stafilokoklar yiksek oranda (% 67) izole
edilmistir. Bu da diger ¢alismalarda oldugu ve kabul edildigi iizere subklinik mastitis
olgularinda KoagulazNegatif Stafilokoklarin 6nemini dogrulamaktadir (Sancak ve ark
2003, Virdis ve ark 2010). Ayrica Cervincova ve arkadaslarinin (2013) 669 subklinik
mastitisli sttlerden 358’ini KoagulazNegatif Stafilokok olarak teshis etmesi her gegen sene

KONS olgularinin yiikseldigini gostermektedir.

Awale ve arkadaslar1 (2012) KONS’lar1 subklinik mastitis olgularinda en yaygin
etken olarak belirtmistir. Taponen ve Pyorala (2009) yaptigi ¢aligmada yine subklinik

mastitise neden olan ajanlardan KONS’larin 6nemine dikkat ¢ekmistir.

Metisiline duyarlilik testleri birgok ¢alismada farkli yontemlerle ¢alisilmis ve mecA
genini saptama ile karsilastirilmistir. Ancak fenotipik olarak direngli bulunan suslarda
mecA geni tespit edilmediginde yapilan testin sensivite ve spesifitesini degerlendirmenin

disinda borderline direngliligin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu calismada metisilin direngliligi ¢ok yiiksek oranda (% 82) ¢ikmistir. Bu sonug
yapilan birgok ¢alismada bulunan sonuglarla uyusmamaktadir (Virdis ve ark 2010, Oliveira
ve ark 2012). Ancak Saini ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada Stafilokoklarda % 40

oraninda diger caligmalara gore daha yiiksek direng saptamistir.

Febler ve arkadaslart (2010) 121 koagulaz negatif stafilokok susundan 25’ini
oxacillin broth mikrodilusyon yonteminde direngli olarak bulmustur. Ancak disk difuzyon
yonteminde 16’s1 direngli bulunmustur. 16 direncli sustan 15’inde mecA geni saptanirken
dilusyon yonteminde direngli bulunan diger 9 susta mecA geni bulunmamistir. Bu da mecA

kaynakl1 direncliligin tespiti disk difuzyon yonteminde broth mikrodilusyon yontemine
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gore daha duyarli oldugunu gostermektedir. Ancak Dborderline direnclilik

degerlendirilmemistir.

Metisilin direngli Stafilokoklarin saptanmasina dayanan c¢aligmalarda genel olarak
diisiik diizeyde direnclilik saptanirken bu ¢alisma dahil ¢ok azinda oranlar yiiksek ¢ikmistir
(Jaglic ve ark 2009, Saini ve ark 2012, Wang ve ark 2013). mecA geni ile uyumluluk
oranlar ise duyarlilik testinin yontemine gore degistigi soylenebilir. Aragtirmamizda 55
metisilin direncli stafilokok susundan sadece 2’sinde mecA tespit edilmistir. Duyarli olarak
saptanan suslarin 1’inde ise mecA tespit edilmistir. Bu ya asir1 B-laktamaz Gretiminden ya
da PBP2a ile ilgisi olmayan baskalagsmis penisilin baglayan proteinin varligindan dogan

direnclilik tipi olabilir. Kalan mecA negatif ancak direncli olarak saptanan 53 izolat ise

borderline direnglilik agisindan degerlendirilmelidir.

B-laktam grubu antibiyotik olan Ampicilin’e direng bu ¢aligmada yaklasik olarak %
77,6 bulunmustur. Benzer olarak Wang ve arkadaslar1 (2013) Ampicillin’e yiiksek direng

belirlemislerdir.

Liithje ve Schwars (2006) Ampicillin’e direnci % 18,1 bularak diger antibiyotikler
arasinda en ¢ok direncli olarak tespit etmis, Oxacillin’e direnci ise sadece 2 susta (% 0,7)

tespit etmistir.

Cervincova ve arkadaslarni (2013) Ampicillin’e % 27,7 diren¢ saptarken

Cloxacillin’e kars1 hi¢ direng tespit etmemistir.

Oliveira ve arkadaglar1 (2012) Tetracyclin’e % 19.2 olarak saptanan direnglilik, bu
calismadaki oxytetcyclin’e  karst  belirlenen % 25.3 diren¢g oranla korelasyon
gostermektedir. Ancak Oliveira ve arkadaslarinin oxacillin’e diren¢ hi¢ belirlememesi,
enrofloxacin’e %5.1 ve Ampicillin’e ise % 10.3 olarak belirledigi diren¢ bizim

sonuglarimizla uyugsmamaktadir.
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Bizim sonuglarimizin aksine Virdis ve arkadaslari (2010) KONS’larda Ampicillin’e
% 36, Cloxacillin’e % 2.7 ve Oxytetracyclin’e % 5.3 direng belirlemis, Cefoperazon’a

direng hicbir susta tespit edilmemistir.

Lee’nin (2003) yaptig1 ¢alismada keci siitlerinde 265 S. aureus susundan 17’sinde

oxacillin direnclilik tespit etmis ve bunlardan 5 tanesi mecA negatif olarak saptanmistir.

Moon ve arkadaslar1 (2007) KONS’larda oxacillin direncini % 2,4 (19 sus) bulmus
ve bunlardan 12 susta macA geni tespit etmistir. Ayrica Meticillin direngli suglarin duyarl

suslardan daha ¢ok diger antibiyotiklere diren¢ gosterdigini tespit etmislerdir.

Ebrehami ve arkadaslar1 (2007) mastitisli siitlerde % 66 oraninda KONS identifiye
etmis ve bu suslarda Tetracyclin’e % 50, Ampicillin’e % 42.8 oranlarinda direng tespit
etmigtir. KONS tespiti bizim sonuglarimizla uyumlu olsada Oxytetracyclin direncliligi
bizim ¢alismamizdakinden fazla bulunmus ve ampicillin direncliligi ise bizim sonucumuza

gore az tespit edilerek ters bir korelasyon olusturmustur.

Tiirtitoglu  ve arkadaglarinin  (2006) Burdur yoresinde yaptigi c¢alismada
Cloxacillin’e % 22.1, Methicillin’e % 22.8, Ampcillin’e % 55.9, Oxytetracyclin’e ise %
31.6 direng belirlenmistir.

Giiler ve arkadaslar1 (2005) Konya yoresinde yaptigi caligmada oksitetrasikline %

27.9, ampisiline % 63.8 oraninda direnclilik tespit etmiglerdir.

Mastitisli inek ve koyun siitiinden izole edilen KONS’larin methicillin, Ampicillin,
Tetracyclin antibiyotiklerine direng sirasiyla % 22.8, % 11.2-76, % 8.7-20 oranlar arasinda

sonuclar gostermektedir.
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Kirkan ve arkadaglar1 (2005) Aydin yoresinde yaptiklar: ¢calismada Stafilokoklarda
oxacillin direncliligini % 60 olarak belirlemislerdir. Bu calismaya dayanarak methicillin
direngliliginin bizim sonuc¢larimizla uymasi ile Aydin yoresinde direngli suslarin belirdigi
sonucu ¢ikarilabilir. Ancak Kaynarca ve Tiirkyilmaz (2010) yaptigi ¢alismada ayni
yoredeki mastitis olgularinda identifiye edilen KONS’larda methicillin’e direncliligi %
10.4 olarak saptamistir. Methicillin direngli suslarda ¢coklu antibiyotik direncinin daha fazla
oldugunu belirlemislerdir. Yine aym1 yorede calismis olan Tiirkyillmaz ve arkadaslar1 S.

aureus suslarinda sefoxitin direncini % 17.2 oldugunu bildirmislerdir.

Pehlivanoglu ve Yardimci’min (2012) Burdur yoresinde yaptigi calismanin
sonuglari, bizim ¢alismamizdaki sonuglar ile korelasyon gdstermektedir. Pehlivanoglu ve
Yardimci, Koagulaz Negatif Stafilokoklar’t disk difiizyon yontemi ile % 88.9, agar
dilusyon yontemi ile % 100 oraninda direngli bulmuslardir. Agar dilusyon yontemi ile
direngli olan suslarin 8’inde mecA geni tespit edilmisken, duyarli olan 10 susta mecA geni

tespit edilememistir.

Metisilin direncli Stafilokoklar hayvanlarda bulunabilmekte ve insanlara transfer
olabilmektedir. MRS tasiyan insanlarin % 8’inin evlerinde MRS tasiyan pet hayvan
besledikleri tespit edilmistir. Bu insanlarin etkeni tekrar alip yeniden hasta olma riski
tagidigr bildirilmistir (Ferreira ve ark 2011). Ayn1 zamanda insanlarda hastane
enfeksiyonlarina neden olabilen sigir mastitis kdkenli MRS izolatlar1 {izerine ¢alismalar

mevcuttur (Febler ve ark 2010).

Genel olarak degerlendirildiginde Tiirkiye’de Stafilokok suslarinda antibiyotiklere
direng diger Avrupa iilkelerine gore daha fazla belirlenmistir. Antibiyotik direncliligi
bolgeler arasinda bile farkliliklar gostermektedir. Siit ¢iftliklerinin yogunlugu ile direng
paralel olarak artabilir. Ayrica antibiyotik kullanimindaki artisin direncgli suslarin ortaya

¢ikmasina neden oldugu bilinen bir gercektir.

Stafilokoklarda fenotipik olarak metisilin direncini belirleyen bir¢ok yontem vardir.

Ancak genotipik olarak uyumun olmamasi, heteroresistant suglarin ve mecA tasiyan ve
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tasimayan borderline direncin varligi direngliligin  kesin olarak belirlenmesini

giiclestirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda mecA negatif suslarin farkli yontemlerle (30°C ve 35°C’de %
0, % 0.5 veya % 2 NaCl iceren ortamlarda oksasilin disk difuzyon ydntemi gibi) testi
sonucunda bazilarinin metisilin direnglilikleri belirlenmis ve borderline direncli veya

duyarli olarak saptanmistir (Petersson ve ark 1999).

Bu ¢alismada 67 Koagulaz Negatif Stafilokok susunun 55’1 metisiline (kloksasilin)
direngli bulunmus, bunlardan 2 tanesinde mecA geni tespit edilmistir. Kalan 53 susun
mecA igermeyen borderline direngli suslar kategorisinde degerlendirilebilir. Duyarli olarak
bulunan 12 sustan 1 tanesinde mecA geni saptanmistir. Bu da ya asinn [B-laktamaz
tiretiminden ya da PBP2a ile ilgisi olmayan bagkalagmis penisilin baglayan proteinin

varligindan dogan direnglilik tipi olarak degerlendirilebilir.
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5. SONUC

Aydin ili ve yoresinde bulunan subklinik mastitisli kecilerden alinan siit
materyallerde Koagulaz Negatif Stafilokokizolasyonu, identifikasyonu, antibiyogrami ve
diren¢ geni olan mecA’nin molekiiler tiplendirmesi amaciyla yapilan bu tez ¢aligmasinda

asagidaki sonuglara ulasilmstir.

Bu ¢alismada konvensiyonel metodlarla incelenen 100 adet siit 6rneginden 67 adet
(% 67) Koagulaz Negatif Stafilokok izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen 67 sustan
19 (% 28) adedi S. lentus, 17 (% 26) adedi S. warneri, 12 (% 18) adedi S. haemolyticus, 8
(% 12) adedi S. xylosus, 4 (% 6) adedi S. schliferi, 3 (% 4) adedi S. cohnii, 2 (% 3) adedi S.
caprae ve 2 (% 3) adedi S. hyicus, olarak belirlenmistir.

Izole edilen 67 adet Koagulaz Negatif Stafilokok susuna ampisilin, oksitetrasiklin,
sefaperazon, kloksasilin, danofloksasilin ve enrofloksasilin antibiyotiklerinden broth
mikrodilusyon yontemi ile antibiyogram testi yapilmistir. 67 sustan 52 (% 78) adedi
ampisiline, 17 (% 25) adedi oksitetrasikline, 7 (% 10) adedi sefaperazona, 55 (% 82) adedi
kloksasiline, 10 (% 15) adedi danofloksasine ve 10 (% 15) adedi de enrofloksasine direncli
olarak tespit edilmistir. Ayrica 1 (% 1.5) adet sus oksitetrasikline, 11 (% 16) adet sus
enrofloksasine ve 8 (% 12) adet sus da danofloksasine orta derecede duyarli olarak

bulunmustur.

Arastirmamizda izole edilen 67 Koagulaz Negatif Stafilokoklar ile yapilan PCR
calismasi sonucunda mecA pozitif olarak identifiye edilen 6rnek sayisi toplamda 3 (% 4.5)
adettir. 2 (% 3) adet S. warneri ve 1 (% 1.5) adet S. xylosus susunda mecA geni

identifikasyonu yapilmaistir.

Elde edilen sonuclara gore, subklinik mastitisli kecilerden Koagulaz Negatif

Stafilokoklarin siklikla izole edilebildigi ve antibiyotiklere karsi olduk¢a direngli oldugu
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belirtilmistir. Ayrica antibiyotik direngliliginin sadece molekiiler olarak degil, kazanilmis

direnclilik sonucu meydana gelebilecegi de ortaya konmustur.

Arasgtirmamizin devami olarak o6zellikle metisiline direngli olarak bulunan
Stafilokok suslarinin insan veya hayvan kaynakli olup olmadigmin belirlenmesi, ¢oklu
antibiyotik direnci tespit edilen suslarin ise veteriner sahada mastitislerde kullanilan diger
antibiyotiklere direncinin arastirilmasi ve tedavi igin kullanilabilecek en uygun antibiyotik

ajanlari belirlenmesi tavsiye edilmektedir.
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OZET

Subklinik Mastitisli Kecilerdeki Koagulaz Negatif Stafilokoklarin Saptanmasi
ve Antibiyotik Direngliliklerinin Belirlenmesi

Bu calismada 2012 yili yaz aylarinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan laktasyon
doneminde olan subklinik mastitisli 100 adet kecinin her birinden 6rnegi alinarak Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Koagulaz
Negatif Stafilokok yoniinden incelenmistir. Calismamizda incelenen 100 Grnegin toplam

67’sinde (% 67) Koagulaz Negatif Stafilokok izolasyonu gergeklestirilmistir.

Calismamizda izole edilen 67 sustan 19 (% 28) adedi S. lentus, 17 (% 26) adedi S.
warneri, 12 (% 18) adedi S. haemolyticus, 8 (% 12) adedi S. xylosus, 4 (% 6) adedi S.
schliferi, 3 (% 4) adedi S. cohnii, 2 (% 3) adedi S. caprae ve 2 (% 3) adedi S. hyicus, olarak

belirlenmistir.

Izole edilen 67 sustan 52 (% 78) adedi ampisiline, 17 (% 25) adedi oksitetrasikline,
7 (% 10) adedi sefaperazona, 55 (% 82) adedi kloksasiline, 10 (% 15) adedi danofloksasine
ve 10 (% 15) adedi de enrofloksasine direngli olarak tespit edilmistir. Ayrica 1 (% 1.5) adet
sus oksitetrasikline, 11 (% 16) adet sus enrofloksasine ve 8 (% 12) adet sus da

danofloksasine orta derecede duyarli olarak bulunmustur.

Arastirmamizda izole edilen 67 Koagulaz Negatif Stafilokoklar ile yapilan PCR
calismasi sonucunda mecA pozitif olarak identifiye edilen 6rnek sayisi toplamda 3 (% 4.5)
adettir. 2 (% 3) adet S. warneri ve 1 (% 1.5) adet S. xylosus susunda mecA geni

identifikasyonu yapilmistir.

Anahtar Kelimeler:Koagulaz negatif Stafilokok, keci, sit, PCR, mecA geni
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SUMMARY

Detection of Coagulase Negative Staphylococii From Goats with Subclinical
Mastitis and Determination of Their Antibiotic Resistancy

In this study, a total of 100 sampling was made from 100 goat with subclinical
mastitis in lactation period from Aydin Province region in summer time of year 2012, then
samples were brought to Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine
Department of Microbiology. A total of 67 (67 %) Coagulase Negative Staphylococci

isolates were obtained out of 100 samples.

In our study, 19 (28 %) of isolates were found as S. lentus, 17 (26 %) of isolates
were found as S. warneri, 12 (18 %) of isolates were found as S. haemolyticus, 8 (12 %) of
isolates were found as S. xylosus, 4 (6 %) of isolates were found as S. schliferi, 3 (4 %) of
isolates were found as S. cohnii, 2 (3 %) of isolates were found as S. caprae and2 (3 %) of

isolates were found as S. hyicus out of 67 isolates which were detected conventionally.

In our study, 52 (78 %) of isolates were found resistant to Ampicillin, 17 (25 %) of
isolates were found resistant to Cefaperazone, 55 (82 %) of isolates were found resistant to
cloxacillin, 10 (15 %) of isolates were found resistant to danofloxacillin, 10 (15 %) of
isolates were found resistant to enrofloxacillin out of 37 isolates. In addition, 1 (1.5 %) of
the isolates were found intermediate susceptible to oxytetracyclin, 11 (16 %) of the isolates
were found intermediate susceptible to enrofloxacillin and 8 (12 %) of the isolates were

found intermediate susceptible to danofloxacillin.

As the same samples were detected by polymerase chain reaction, out of 67
Coagulase Negative Staphylococci isolates, mecA gene was detected from 3 (4.5 %) of the
isolates. mecA gene was detected from 2 (3 %) S. warneri isolates and from 1 (1.5 %) S.

xylosus isolate.

Keywords: Coagulase Negative Staphylococci, goat, milk, PCR, mecA gene
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