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Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti'ndeki Cesitli Hayvansal Kaynaklardan Izole
Edilen Koagulaz Negatif Stafilokoklarin Karakterizasyonu ve Ozelliklerinin

Arastirilmasi

Ogrencinin adi: Halit Siikiir
Damsmani: Prof. Dr. Omer Memduh Esendal

Anabilim Dali: Mikrobiyoloji

OZET

Amagc: Bu tez projesi, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti genelindeki klinik mastitisli
inek, koyun ve kegi ile birlikte at ve kopeklerde deri ve burun tasiyiciligi yoniinden
Koagulaz Negatif Stafilokok’larin varliginin arastirilmasi amaciyla planlanmistir.
Gerec¢ ve Yontem: Calismada klinik mastitisli 50°ser adet inek, koyun ve kegiden
siit ornekleri ile 50°ser adet at ve kdpekden burun ve deri svab1 olmak {izere toplam
350 &rnek incelenmistir. Izolatlar klasik bakteriyolojik yontemlerle cins, Vitek 2
compact cihazi ile de tiir bazinda identifiye edilmistir. Izolasyon ve identifikasyonu
gerceklesen Koagulaz negatif Stafilokok (KNS) suslarina viriilens faktorlerini
belirmek iizere DNase enziminin varligr ve slime faktor etkinligi test edilmis ve
Kirby-Bauer disk difiizyon metodu ile antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.
Bulgular: Tez ¢alismasinda toplam 350 numuneden 77 adet (%22) KNS izole edil-
mistir. Bu suslardan %34°i S. chromogenes, %14,3’t S. xylosus, %11,7’si S. sciuri,
%210’u S. epidermidis, %9’u S. capitis, %8’i S. arlettae, %5’i S. haemolyticus, %3’
S. simulans, %3’i S. caprae, %1°i S. lentus ve %1’i S. hominis subsp. hominis olarak
saptanmistir. DNase testinde suslarin %44,16’s1 pozitif, %35,06’s1 ise slime faktor
pozitif sahip oldugu belirlenmistir. Antibiyogram sonucunda ise izolatlardan 65 adet
(%84,4) metisiline direngli (MRKNS) olarak saptanmistir. En yiiksek direnclilik
sirasi ile %55,4 Amoksisilin / Klavulanik Asit, %46,1 Trimetoprim/Sulfametaksazol,
%32,3 Penisilin, %12,3 Eritromisin ve %1,5 Enrofloksasin olarak belirlenmistir.
Sonuclar: Bu ¢alisma ile KKTC’de KNS’lerin varlig: ilk defa tiir diizeyinde tespit
edilmis ve antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir. Antibiyotiklere direncli
KNS, o6zellikle de MRKNS saptanmasinin, sagaltim seceneklerini azaltmasindan
dolay1 hem veteriner hekimlik hem de veteriner halk sagligi yoniinden 6nemli oldugu
ve bu etkenlerin daha dikkatli degerlendirilmeleri gerektigi sonucuna varilmastir.

Anahtar sozciikler: KNS; Slime Faktor; Antibiyotik Duyarlilik; DNase; Prevalans



Characterization and Determination of some Properties Coagulase Negative
Staphylococci Isolated from Various Animal Sources in the Turkish Republic of
Northern Cyprus

Name of the student: Halit Siikiir
Mentor: Prof. Dr. Omer Memduh Esendal
Department: Microbiology

SUMMARY

Aim: This project is planned to investigate the presence of Coagulase Negative
Staphylococcus (CoNS) which plays a role in clinic mastitis in cows, sheep and goats
and nasal and skin carriage in horses and dogs throughout the Turkish Republic of
Northern Cyprus.

Material and Method: In this study, a total of 350 specimens were examined,
including 50 samples of cows, sheep and goats with clinical mastitis, and 50 samples
of horses and dogs each with noses and skin swabs. The isolates were identified by
conventional bacteriological methods and species were determined by Vitek 2
compact device. The presence of DNase enzyme and slime factor activity were tested
to determine virulence factors for CoNS strains isolated and identified and antibiotic
resistance profiles were determined by Kirby-Bauer disc diffusion method.

Findings: In this thesis, 77 (22%) CNS were isolated from 350 samples. Of these
strains, 33% were identified as S. chromogenes, 14,3% as S. xylosus, 11,7% as
S. sciuri, 10% as S. epidermidis, 9% as S. capitis, 8% as S. arlettae, 5% as
S. haemolyticus, 3% as S. simulans, 3% as S. caprae, 1% as S. lentus and 1% as
S. hominis subsp. hominis. In DNase test, 44,16% of the strains were positive and
35,06% of the strains were positive for slime factor. As a result of antibiogram, 65
(84,4%) of the isolates were found to be methicillin resistant (MRCoONS). The
highest resistance rates were found as 55,4% Amoxicillin / Clavulanic Acid, 46,1%
Trimethoprim / Sulfamethoxazole, 32,3% Penicillin, 12,3% Erythromycin and 1,5%
Enrofloxacin.

Results: In this study, the presence of CNS in TRNC was determined for the first
time at species level and antibiotic resistance profiles were determined. It has been
concluded that the detection of antibiotic resistant CNS, especially MRCNS, is
important for both veterinary and veterinary public health as it reduces the treatment
options and these factors should be evaluated more carefully.

Key words: CoNS; Slime factor; Antibiotic susceptibility; DNase; Prevelance



1. GIRIS

Micrococcaceae familyasi igerisinde yer alan stafilokoklar, deri ve mukozalara
yerlesip,¢esitli tiirleri ile farkli hastaliklar meydana getirebilen 6nemli bir bakteri
cinsidir. Memeli ve kanatlilarin deri, ter bezleri ve miikkoz membranlarinda bulun-
maktadirlar. Viicudun farenks bolgesinden baslayarak burun mukozasi, meme
dokusuyla birlikte intestinal ve iiriner kanallarinda da bulunmaktadir.

Koagulaz negatif Stafilokoklar deri florasinda ve mukozalarda en sik bulunan
etken olmasi ile birlikte, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen
Stafilokok ailesinin en énemli etkenlerinden biridir.

Insanlarda immun yetmezlik hastaliklarda ciddi infeksiyonlara neden olurken,
hayvanlarda da hem patojenik ag¢idan hem de ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmasiyla
onem kazanmaktadir. Stafilokokal infeksiyonlar, insan ve hayvanlarda onemli bir
infeksiyon etkeni olarak rol oynamakla birlikte, insanlarda Stafilokokal intoksikas-
yonlarin olusumunda onemli yeri bulunmaktadir. Stafilokokal infeksiyonlar ikiye
ayrilmaktadir; Koagulaz pozitif Stafilokoklar (KPS) ve Koagulaz negatif
Stafilokoklar (KNS) tarafindan infeksiyonlar olusturulabilmektedir.

Koagulaz negatif Stafilokoklar laboratuvar ortaminda eskiden apatojen etken
olarak degerlendirilirken, artik giiniimiizde birinci derecede patojen etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte gelisen antibiyotik direncliligi tedavisi gii¢
hastaliklara sebep olmaktadir. Koagulaz negatif Stafilokoklar genel olarak siitgii
inek, koyun ve kegilerde mastitis problemleri olarak karsimiza cikarken, at ve
kopeklerde immun sistem baskilandigi zaman apatojen durumdan patojen hale
gecebilmekte, ayrica yara ve pyoderma vakalarinda da rol oynamaktadir.

Son yillarda KNS’lerin artisi ve buna bagh olarak antibiyotik direng gelisimi
daha siklikla giindeme gelmektedir. Ozellikle Beta laktam antibiyotiklere (metisilin
direnci) olan direnglilik artig gostermistir. Metisiline diregli KNS suslart (MRKNS)
¢ogu zaman Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) gibi ¢oklu direnglilik
gostermekte ve buna bagli olarak terapdtik zorluklar ortaya ¢ikmaktadir.

Antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasi insanlarda ve hayvanlarda antibiyotiklerin
yanlis kullanim1 sonucu gelisebilir. Sonug¢ olarak hayvanlarda mortalite, morbidite,

tedavi maliyetlerinde artisa ve tiretim kaybina neden olabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Stafilokoklarin kesfinin erken tarihi, bir¢ok taksonomik yeniden siniflandirma ve
tirlerin yeniden adlandirilmas: ile karakterize edildi. Robert Koch, 1878 yilinda
stafilokoklar1 tanimlamistir. Pasteur ise 1880 yilinda sivi besiyerinde {iretmistir. Sir
Alexandar Ongston piyojenik apselerden etkeni izole ederek, mikroskopta koklar
halinde gormiis ve {iziim salkimina benzetmesinden yola ¢ikarak Stafilokok olarak
isimlendirmistir (Archer, 1990).

1881 yilinda, etkenin laboratuvar ortaminda izole edilmesi  Rosenbach
tarafindan gerceklestirilmistir. Izole edilen etkenlerin koloni pigment o6zelliklerine
bakilarak identifiye edilmesine gidilmistir. Sari renkli koloni olusturanlara
Staphylococcus pyogenes aureus, beyaz koloni olusturanlara da Staphylococcus
pyogenes albus ismi verilmistir (Akan ve ark., 1992; Kloss ve Bennerman, 1995).

Elde edilen kolonilerin pigment o6zelliklerine bagli olarak siniflandirmanin
giivenilir olmadigina karar verilmesiyle, 1908 yilinda Stafilokoklar Staphylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermidis olmak tizere 2 tiire ayrilmistir. Winslov ve
ark., (1920) yilinda Staphylococcus cinsini Micrococcaceae familyasi igerisinde
olmasina karar verilmistir (Schleifer ve ark., 1986).

1925 yilinda Stafilokok cinsi igerisinde iki ayr1 grup olugsmustur. Bunlardan biri
Koagulaz Pozitif Stafilokoklar / Coagulase Positive Staphylococci (KPS/CoPS) ve
diger bir grup Koagulaz Negatif Stafilokoklar / Coagulase Negative Staphylococci
(KNS/CoNS) olmak iizere ikiye ayrildi (Von Daranyi, 1925). Genel olarak,
Staphylococcus cinsinde simdiye kadar 45 Stafilokok tiirii ve 24 alttiir tanimlanmistir
(Becker ve von Eiff, 2011; Bond ve Loeffler, 2012; Garrity ve ark., 2004). Bu
tanimlama molekiiler yontemlerle belirlenmistir. Beseri ve veteriner hekimlikte
klinik olarak en onemli tiir, temel olarak koloni morfolojisi, koagulaz iiretimi,
agliitinasyon analizleri ve novobiocin ve polimiksin B duyarliligi 6zelliklere bagh
olarak tanimlanabilir. Ayrica bu Ozelliklere ilave fermentasyon, oksidasyon ve
hidroliz deneyleri gibi bircok biyokimyasal testler de dahil olmustur (Becker ve Von
Eiff, 2011).



Koagulaz negatif Stafilokoklarin tanimlamalar1 Baird-Parker tarafindan bir tablo
ile tanimlanmigtir. 1975 yilinda sunulan bu tablo, Schleifer ve Kloos adli
arastirmacilar tarafindan gelistirilmis ve biyokimyasal ozellikler de ele alinarak
tiplendirmelere gidilmistir (Patrick, 1990).

1965°de “Subcommitte on the Taxonomy of Staphylococci and Micrococci”
tarafindan Micrococcus saprophyticus, ilerleyen zamanda 1971°de ayni komitenin
bilgilendirmesiyle bakteri DNA’s1 ve hiicre duvar1 yapisinin bilesigindeki farklilik ve
anaerobik ortamda daha yavas tiremesi sebebiyle Staphylococcus saprophyticus
olarak tammlanmustir. Ugiincii tiir olan Staphylococcus saprophyticus 1974 yilinda
stafilokoklarin tiir listesine eklenmistir. Ayni yil icinde Baird ve Parker adli
arastiricilar Stafilokoklar1 Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus saprophyticus olmak fizere ii¢ tiire ayirmistir. 1980 yilinda tiir sayisi
13 olurken, 1984 yilinda ise tiir sayist 20’ye ulasmustir. Ancak bunlardan
Staphylococcus intermedius ve Staphylococcus hyicus tiirleri hari¢ geriye kalan
tirlerin tamami koagulaz negatiftir. Yapilan biyokimyasal c¢aligmalar, DNA
yapilarinin incelenmesi ve immunokimyasal ¢aligmalarla tiir sayis1 25’1 bulmustur
(Bergdoll, 1983).

Son yillara kadar laboratuvar ortaminda kiiltiirde iireyen, deri florasinda en fazla
izole edilen KNS tiirii olarak S. epidermidis rapor edilmekteydi (Akan ve ark., 1992;
Bal ve ark., 1983). Giiniimiizde KNS’lerin patojenite giicliniin anlagilmasi, yapilan
birgok arastirmalarda S. haemolyticus, S. hominis ve S. warneri gibi tiirlerin
infeksiyon ajanlari olarak bildirilmesi (Voss ve ark., 1994), tiirler arasinda olusan
farkli antibiyotik gruplar1 ve direngli suglarda meydana gelen artisa bagl olarak
KNS’lerin hem epidemiyolojik hem de klinik agidan 6nemini ortaya koymaktadir
(Auwera ve ark., 1990; Devriese ve ark., 1994; Kurt ve ark., 1992).

2.2. Epidemiyoloji

Stafilokok tiirleri genellikle ¢evresel kaynaklarda bulunabilen, ayrica hayvan ve
insanlarin derisi, mukoza zarlari, list solunum ve alt sindirim yolu ile birlikte
{irogenital sistem membranlariyla iliskili mikroorganizmalardir. Insan ve hayvanlarin
derisinde Kogulaz negatif Stafilokoklarin varligt mevcuttur. Ayrica derinin nemli
kiviimli  bolgelerinde S. aureus ile gegici olarak kolonizasyon halinde de
bulunabilmektedir (Peacock, 2005).



Bu mikroorganizmalarin mukozal epiteline yapismas: Stafilokok bakterilerinin
hiicresel adhezyonu ile gergeklesmektedir. Stafilokoklarin deri ve nazofarinks
igerisindeki varligindan dolayr yayilmalar1 kolaydir ve infeksiyon meydan
getirmelerinden sorumludurlar. Stafilokoklar, insan ve hayvanlarda oportunistik
patojen olmalar1 yani sira, hayvanlarda meme yangisina sebep olmalar ile birlikte,
kuzularda piyemi ve atlarda ise botriyomikozis gibi lokal ve generalize irinli
infeksiyonlara sebep olmaktadir (Peacock, 2005).

Stafilokoklar eksudatlarda etkisini haftalarca siirdiirebilir ve kurumaya karsi
direng gosterebilmektedir. Cevresel kosullarda yasam stireleri 2-3 ay gibi degiskenlik
gosterirken, irin ve siit gibi organik materyallerde haftalar boyunca etken varliginm
gosterebilmektedir (Waldvogel, 2000; Bilgehan, 2000).

Koagulaz negatif Stafilokoklar nozokomiyal kaynakli bakteriyemilerin baslica
nedenidir. Gilincel arastirmalara bagli olarak KNS'lerin hastanelerde en sik
karsilasilan bes infeksiyon etkeninden biri oldugu belirlenmis ve kan kiiltiirleri ile
birlikte, S. aureus'tan sonra siklikla izole edilmeye baslanmistir (Shittu ve ark., 2006;
Minto ve ark., 1999; Pal ve Ayyagari, 1989).

Hastanelerde infeksiyonlara karsi ¢cok sik antibiyotik kullanimina bagli olarak
metisiline direng gosteren koagulaz negatif Stafilokoklar izole edilmektedir.
Koagulaz negatif Stafilokoklara bagli infeksiyonlarda gozlenen artig, antibiyotiklere
kars1 gdstermis olduklar1 direng ve tedavilerden cevap alinamamasi durumuna baglh
olarak KNS’lerin tiplendirilmesine ve antibiyotiklere kars1 duyarhiliklarinin belirlen-
mesi i¢in bir¢ok ¢alismalarin baslamasina neden olmustur (Pal ve Ayyagari, 1989;
Pydrola ve ark., 1995).

2.3. Stafilokok Familyasi

Staphylococcus cinsi bakteriler Staphylococcaceae familyasi igerisinde bulun-
maktadir. Stafilokoklar Gram pozitif koklar olup (0,5-1,5um), diizensiz, {iziim
salkim1 seklinde meydana gelmektedirler. Stafilokoklar biiylimesi i¢in gereken ortam
aerob ortamlar olup, ayrica fakiiltatif anaerobdurlar. Optimum biiylime sicakliklari
30-37 °C arasindadir. Hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif bakterilerdir (Beveridge,
2000).



Katalaz reaksiyonu olarak negatif reaksiyon veren sadece 2 tiir bulunmaktadir;
S. aureus subp. anaerobius ve S. sacccharolyticus. Bu iki tiir anaerob bakterilerdir.
Yapisal ve kimyasal bilesimleri bakimindan hiicre duvart Gram pozitif bakteri gibi
tipiktir (Beveridge, 2000).

Hiicre duvari peptidoglikan, teikoik asit ve proteinlerden olusmaktadir.
Peptidoglikan tabakasi stafilokoklari yiiksek i¢ ozmotik basinca karsi koruyan, ¢ok
katmanli olup hiicre duvarinin agmi olusturan bir yapidir (Wilkinson, 1997).
Teikoik asit, hiicre duvar kiitlesinin yaklasik %40'ma katkida bulunur (Knox and
Wicken, 1973).

Iki tiir teikoik asit vardir; biri hiicre duvarinda bulunan teikoik asit ve hiicre zari
ile baglantili bir sekilde bulunan lipoteikoik asit. Bir kismi kovalent olarak
peptidoglikana baglanirken, bir kismi da bakterilerin lipid zarina yerlesmektedir.
Teikoik asitler, Stafilokok hiicre yilizeyine negatif bir yiik saglar ve metal iyonlarinin,
Ozellikle katyonlarin ve otolitik enzimlerin aktivitelerinin kazanilmasinda ve
lokalizasyonunda rol oynar (Schleifer ve ark., 1976).

Peptidoglikan ve teikoik asit hiicre duvari agirhigmin sadece %90'mini
olustururlar. Geriye kalan %10’luk kismin1 yiizey proteinleri, ekzoproteinler ve
peptidoglikan hidrolazlardan (otolisinler) olusur. Bu komponentler bakterilerin hiicre
yiizeylerine tutunmalarinda ve viriilens faktorlerinin belirlenmesinde rol oynar.
Hiicre duvari yapisi lizozimlere karsi direng gosterirken, lizostafine karsi olan
duyarlhilik ise peptidoglikan tabakasi yapisinda bulunan penta-glisinaz enzimine
affinitesine baglidir (Oluola ve ark., 2007).

Stafilokoklarin DNA yapisi incelendigi zaman yapisinda diisiik oranda Guanine
ve Cytosine (G+C) igermektedir. Guanin ve Cytosine igerigi yiizde 30 ile 40 mol
arasinda degismektedir. Mikrokoklarin soyuna bakildiginda bu oran yiizde 68 ile 74
mol arasinda degismektedir. Stafilokoklar, hiicre duvari yapisindaki bilesenlerden
dolay1 Gram pozitif mikroorganizmalar olup, hiicre duvari kalin bir yapiya sahiptir.
Bu kalinlik 30 ile 60 nanometre arasinda degismeketdir. Bu oran Staphylococcus
aureus bakterisinde kalinlik artarak 120 nanometre lizerine ¢ikabilmektedir. Hiicre
duvant yapist icerigindeki bilesenler incelendigi zaman peptidoglikan tabakasi,

teikoik asit ve proteinlerden olusmaktadir (Kotilainen ve ark., 1990).



Bu yapisal bilesenlerden proteinlerin en onemli gorevi Okaryotik hiicrelere
baglanmaktir. Bu baglanmada adhezyon i¢in gerekli olan kollagen, laminin,
fibronektin ve fibrinojen icermektedir. Adhezyonla birlikte etkenin proteinlerin
yardimiyla dokulara tutulmasi gergeklesmes olur (Kotilainen ve ark., 1990).

Stafilokoklar, kani1 pihtilagtiran faktor olan koagulaz enzimine bagli olarak 2
gruba ayrilmaktadir. Koagulaz pozitif olan grup S. aureus grubunu olustururken,
koagulaz negatif grup ise heterojen bir grup olup, insanlarda, kuslarda ve diger
hayvanlarda bulunan bir gruptur. Klinik laboratuvarlarda koagulaz testi
Stafilokoklarin kendi grup i¢inde pozitif ve negatifligi belirlemede kullanilan en
onemli kriter testlerden biridir (Otto, 2004).

Stafilokoklarin tiir karekterizasyonu belirleme yontemi olduk¢a zor ve zaman
almaktadir. Fenotipik yoOntemler basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu nedenle
mikrobiyoloji laboratuvarlarina g¢esitli molekiiler biyoloji yontemleri dahil edilmistir.
Bu molekiiler teknikler tipik olarak birkag tiire 6zgii PCR primeri kullanilmasi veya
hibridizasyon probunun kullanilmasini gerektirmekte ve ayni zamanda Ozel
enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Becker ve ark., 2004).

2.4. Koagulaz Negatif Stafilokoklar

Stafilokok tiilerinin ¢ogunlugunu KNS grubu olusturmaktadir. Minor patojen
olarak kabul edilen KNS’ler genel olarak daha yaygin hale gelmektedir (Huxley ve
ark., 2002). Klinik olarak hayvanlardan izole edilen KNS’ler; Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus simulans,
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus caprae,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, Staphylococcus cohnii
subsp. urealyticus, Staphylococcus capitis subsp. capitis ve Staphylococcus capitis
subsp. urealyticus’dur (Lilenbaum ve ark., 2000; Pereira ve ark., 2009; Pyorala ve
Taponen, 2009; Soares ve ark., 2008).

Koagulaz negatif Stafilokoklar dogada yaygin halde bulunabilmektedir. Insan ve
hayvanlarda derinin normal florasinda bulunan bakteriler olarak kabul edilmekte ve
laboratuvar ortamlarinda izole edildikleri zaman kontaminant bakteri olarak kabul
edilmekteydi. Koagulaz negatif Stafilokoklar konakgilar ile simbiyoz bir sekilde

yasam slirdiirmekte ve derinin normal bariyerini olusturmaktadir (Otto, 2004).



Fakat travma ve yaralanmalar gibi deri bariyerinin zarar gérdiigii durumlarda ve
immun sistemin baskilanmis oldugu durumlarda apatojen halde bulunan etken
patojen hale gelmekte ve etken hastaliga sebep olabilmektedir (Otto, 2004).

Son yillarda KNS infeksiyonlarda artis olmasi1 ve hastane infeksiyonlarinda ilk
5 etken arasina girmesi ile KNS’lerin énemi giin gectikge artmaktadir. Idrar yolu,
kan, bagirsak, kulak, kemik, deri infeksiyonlarinda ve endokarditis infeksiyonlarinda
onemli bir Klinik infeksiyon olarak rol oynamaktadir. Bu tiir KNS infeksiyonlarinin
olusumu patojenite faktoriinde rol oynayan slime faktor etkinliginden kaynak-
lanmaktadir (Otto, 2004).

Biyofilm ile iliskili infeksiyonlarin tedavisi zordur. Ciinkii biyofilm olusumu ile
hem konak¢i immun sistem savunmasina direng gostermesi hem de antimikrobiyal
maddelere direng gosterdigi igin antibiyotik tedavisinde giicliikkler meydana
getirmektedir. Buna bagli olarak antibiyotik direncinin artmasiyla gelisen tedavi
zorluklari, KNS’lerin yayilmasinda baslica nedenlerden biridir (Otto, 2004).

Koagulaz negatif Stafilokoklarin hayvan hastaliklari ile iliskili bircok ¢aligma
bulunmaktadir. Evcil hayvanlarin bu patojenik KNS’leri insanlara aktariminda
onemli bir rolii bulunmakla birlikte, bazi insanlara ait stafilokok tiirlerinin hayvanlara
da gecis yaptigini bildirilmektedir (Yu ve ark., 2017). Koagulaz negatif Stafilokok-
larin neden oldugu infeksiyonlar, S. aureus’un neden oldugu infeksiyonlara kiyasla
daha az akut bir sekilde kendisini gosterirken, ancak olusturdugu infeksiyonlar
kronik seyirli ve antibiyotiklere karsi direnglilik gostermeleri sebebi ile tedavisi gii¢
infeksiyonlara neden olmaktadir (Gentilini ve ark., 2002).

Hem saglik bakimindan hem de diinyada ki patojen bakteriler arasinda giin
gectikgce Onemi artan 6nemli mikroorganizma topluluklaridir. Tedavide antibiyotik-
lere kars1 gdstermis olduklart direng nedeniyle antibiyotiklerin kullanimi agisindan
onemli kisitlamalara sebep olmakla birlikte tedavi basarisizliklarinda artig goster-
mektedir. Koagulaz negatif Stafilokoklar arasinda ¢oklu antibiyotik direnci bir veya
daha fazla direng¢ geni igeren plazmidlerin varligiyla yaygindir. Koagulaz negatif
Stafilokoklarda ilag direncinin ortaya ¢ikmasi, gelismekte olan lilkelerde 6nemli bir

morbidite ve mortalite nedenidir (Kloos ve ark., 1981).



D1s gevreye karsi fiziksel bir bariyer olusturan deri, ¢cok gesitli mikroorganiz-
malar tarafindan fizyolojik olarak kolonize olabilirler. Koagulaz negatif Stafilokoklar
deri mikrobiyotasinin ve insan Ve hayvanlarin mukoza zarlarimin diizenli bir
parcasin1 temsil eder (Grice ve Segre, 2011). Patojenite mekanizmasi iki para-
metreyle ifade edilir; biri invaziv yetenegidir. Deri bariyerini agan mikroorganiz-
manin hiicrelere niifuz etmesi ve biyofilm olusturarak infeksiyon olusturmaktadir.
Diger bir parametre ise toksisite yetenegidir. Yani hemolizinler ve proteazlar dahil
olmak {izere enzim ve toksin iireterek infeksiyon olusturmaktadirlar (Bartoszewicz
ve Przondo, 2002; Bochniarz ve Wawron, 2012).

2.5. Stafilokok Cinslerinin Tanimlanmasi

Enterokoklar ve Streptokoklar gibi diger Gram pozitif koklarin aksine, tim
Stafilokoklar katalaz pozitiftir. Mikrokoklar da koloni morfolojisi, Gram boyama ve
katalaz testinin pozitif olmasi ile birlikte Stafilokoklara benzerlik gosterir iken, tek
ayirt edici Ozellikleri deoksiriboniikleik asidi baz bilesimindeki farkliliktir,
Stafilokoklar DNA'larinda %30-38 mol G-C (Guanine-Cytosine) bulunurken,
Mikrokoklarda ise bu oran %67-73 mol'diir. Bunlar ayrica hiicre duvarinin kimyasal
bilesiminde de farklilik gostermektedir. Stafilokoklarin peptidoglikan tabakalarinda
bulunan interpeptid kopriileri arasinda glisin-glisin  baglantis1  bulunurken,
Mikrokoklarda bu durum yoktur. Gram pozitif koklar1 ayirt etmek igin kullanilan en

yaygin yontem Tablo 1'de gosterilmistir (Bannerman, 2003; Peacock, 2005).

Tablo 1: Gram pozitif koklart ayirt etme yontemi

Direclilik
: Oksijen 2 c =
. Katalaz | Oksidaz = = <
Bakteri ) ) ihtiyac = & =
testi testi o s S
durumu N e 3
o < o
% |3
Staphylococcus + - FA S R S
Micrococcus + + A R S R
Stomatococcus + - FA R/S R/S R
Aerococcus - - FA S S R
Enterococcus - - FA S R R

**EA-facultative anaerobes, A- aerobes, S-sensitive, R- resistant
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2.6. Stafilokok Tiirlerinin Tanimlanmasi

Stafilokoklar agar plaklarinda kiiltiir sonrasi olusan kolonilerin morfolojisine
bakilarak tanimlama yapilabilmektedir. Koloni morfolojisi tiirlerin tanimlanmasinda
yararli bir tanimlayic1 6zellik olabilir. Tipik olarak 24-48 saatlik bir inkubasyon
sonucunda KNS kolonileri hafif konveks, kabarik, S tipi, parlak ve genellikle
pigmentsizdir. Cesitli KNS tiirlerinin koloni goriintimleri Tablo 2’de verilmistir

(Proctor ve Peters, 1998).

Tablo 2: Koloni Morfolojilerine Gore KNS Tiirleri

KNS Tirleri Koloni Goriiniimleri

S. epidermidis Orta biiyiikliikte, yar1 saydam, gri-beyaz renkte hemoliz

olusturmayan kolonilerdir. Slime {ireten suslar agar ylizeyine

yapisiktir.
S. haemolyticus Orta biiyiikliikte, smooth, opak ve beta hemolitik koloni
olustururlar.
S. hominis Orta biiytikliikte, smooth, opak, pigmentsiz yada krem-sar1

renkli koloniler olusturmaktadir.

S. lugdunensis Orta biyiikliikte, hafif kabarik, smooth, parlak, pigmentsiz

veya sari-turunucu renkte koloniler olusturmaktadirlar.

S. warneri S. lugdunensis e benzer koloniler olugturmaktadir.

S. saprophyticus | Biiyiik, parlak, smooth, opak, hafif kabarik, genellikle beyaz

renkte koloniler olustururken bazi suslari sar1 veya turuncu

olabilir.
S. schleiferi Orta biiyiikliikte, smooth, parlak, hafif konveks, pigmentsiz
kolonilerdir.
S. hyicus Biiyiik, hafif konveks, smooth, parlak, opak ve genellikle

pigmentiz kolonilerdir.

S. capitis Kiiciik, smooth,hafif konveks, opak, parlak ve bazi suslar
pigmentli kolonilerdir.

S. cohnii Orta biiytikliikte, konveks, smooth, parlak, opak ve bazi

suslar1 pigmentli olabilmektedir.
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S. simulans Biiyiik, yuvarlak, pigmentsiz, smooth ve hafif pariltili

koloniler olugturmaktadir.

S. auricularis Kiigiik, smooth, konveks, opak, hafif parlak ve pigmentsiz

koloniler olusturabilmektedir.

S. xylosus Biiyiik, hafif konveks, yuvarlak, smooth ile rough tipinde
degisen sar1 veya turuncu renkte pigment olusturan

kolonilerdir.

S. sciuri Orta biiytikliikte, smooth, parlak, opak ve kolonilerinde

merkezinde sar1 renkte pigment olusturabilmektedirler.

S. caprae Kiigiik, yuvarlak, konveks, opak, parlak ve pigmentsiz

koloniler olusturabilmektedir.

Stafilokok cinsi i¢inde kiltlir sonrasi tlirlerin tanimlanmasi i¢in S. aureus’u
KNS’lerden ayirmak i¢in en yaygin kullanilan yontemler koagulaz, fosfataz, ksiloz,
sukroz, trehaloz, maltoz, fruktoz, laktoz, sukroz, mannitol kullanimi, hemoliz, nitrat
indirgeme, tireaz, ornitin dekarboksilaz kullanimi ile yapilan birgok biyokimyasal
testlerle tiir bazinda ayirim yapilabilmektedir (Aydin ve ark., 2006).

Koagulaz, normal serumun bakterisidal aktivitesini inhibe ederek ve bakteriyel
hiicre duvarlarinda fibrin birikimi yoluyla fagositozu inhibe ederek patojeniteye
katkida bulunabilir. Laboratuvarda 2 tip koagulaz testi uygulanmaktadir; lamda ve
tiipde koagulaz testi. Lamda uygulanan testde bagli koagulaz tespit edilir. Bagh
koagulaz, fibrinojenin alfa ve beta zincirlerinin ¢apraz baglanmasina neden olarak
pihtilasmay etkiledigine inanilan organizmanin yiizey bilesenidir. Bagh koagulazda
‘Clumping factor’ belirlenmektedir (Bilgehan, 2002). Tipde uygulanan koagulaz
testinde serbest koagulaz tespit edilmektedir. Serbest koagulaz protein yapidadir ve
proteolitik enzimlerle kolaylikla inaktive edilir. Bu enzim, fibrinojenin fibrine
doniismesi ile plazmanin pithtilasmasina neden olan ve normal olarak plazmada var
olan koagulazi etkileyen faktorii, “Coagulase Reacting Factor (CRF)”ii aktive ederek
is goriir (Akan, 1993).
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2.7. Koagulaz Negatif Stafilokoklarin Viriilens Faktorleri

Koagulaz negatif Stafilokoklarin virillens faktorleri arasinda dokularda
kolonizasyonu saglayan ylizey proteinleri, dokularda invaziv yetenegi kazandiran
enzimler (I6kosidin, hiyaliironidaz), fagositoza kars1 direng gostermeleri (kapsiil) ve
hiicreleri lize eden toksinler (hemolizin, I6kotoksin) bulundurmaktadir. Ayrica lipase,
esterase, DNase ve TNase gibi enzimler de viriilens faktorleri arasinda bulunabil-
mektedirler (Otto, 2004).

Koagulaz negatif Stafiloklarin yapisinda extraseliiler polisakkarit yapida slime
maddesi bulunmaktadir. Bu slime maddesi dokulara kolonizasyonu kolaylagtirmakla
beraber kalici infeksiyonlara da sebep olabilmektedir (Costerton ve ark., 1999).
Yapisinda bulunana kapsiil antifagositik 6zellik gostermektedir (Yamada ve ark.,
1988). Ayrica hemolisin, 16kosidin, lipaz, lesitinaz, DNase ve TNase gibi birkag
toksin ve enzim tretir (Dornbusch ve ark., 1976). Viriilens faktorlerinden sorumlu
genlerin ¢ogu, plazmidler, transpozonlar ve bakteriyofajlar gibi susa 6zgii genetik
elemanlar da bulunur (Vandenesch ve ark., 1993).

Bakterilerin dis yapisinda glikokaliks tabakasi bulunmaktadir. Bu tabaka hiicre
duvarina yapisik bir haldedir. Eger glikokaliks tabasi kalin ve de hiicre duvarina
stkica yapismis bir durumda ise kapsiil adi verilir. Glikokaliks tabakasi, hiicre
duvarina sikict baglanmamis durumda ve kolay bir sekilde ayrilabilen bir tabakasi
varsa buna slime tabakasi adi verilmektedir (Cengiz ve ark., 2006; Tiinger ve ark.,
2004).

Kapsiil olusumu KNS’ler arasinda sik goriilmekte ve kapsiilsiiz olan suslara
oranla daha fazla viriilense sahiptirler. Kapsiil olusumunun, KNS’lerin en 6nemli
0zelligi olan ekstraseliiler yapida olan slime maddesi ile iliskisi yoktur. Slime faktorii
kapsiiler polisakkaritler ve protein gibi bircok maddenin olusturdugu kompleks bir
yapidir. Bu faktor, %40 karbonhidrat ve %27 protein iceren glikokaliks yapisinda
hiicre dis1 bir maddedir. Koagulaz negatif Stafilokoklarda kapsiil olusumu fagositoza
direng gosterir ve 6nemli viriilens faktorleri olarak kabul edilmektedir (Hancock,

1989).
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Stafilokoklar, adhezyon yaptig1 yiizeylerde slime tabakasi olusturmasiyla
bakterilerin hizlica kolonize olabilmelerine ve konak¢inin savunma sistemine karsi
korunmalarini saglar (Cengiz ve ark., 2006; Tiinger, 2004). Slime tabakasi olusumu,
Stafilokoklar i¢in 6nemli bir virulens faktoridiir. Bu sayede mikroorganizma konak
hiicrede veya bulunduklar1 yiizeyle adhezyonun gergeklestirilmesinde Onemli rol
oynamaktadirlar (Christensen ve ark., 1994; Keskin ve ark., 2003; Cengiz, 2004).

Keskin ve ark., (2003) mastitisli sigirlardan topladiklar: siitlerden ve tavuklarda
olusan lezyonlardan izole etmis olduklar1 patojen KNS izolatlarinin, kontrol amagh
saglikli hayvanlardan daha once izole etmis olduklari suslara kiyasla daha fazla slime
meydana getirdiklerini ve adhezyon ozelliklerinin gelismis olduklarimi bildirmis-
lerdir.

Yiizeylerde meydana gelen slime tabakasi ile birlikte fibrin ve fibronektinin
etkisi ile biyofilm tabakasi olugmakta, mikroorganizmalarin kolonize olabilmelerine,
ve olusan biyofilmden uzaklasan mikroorganizmalar sepsise neden olabilmektedir
(Karaca ve ark., 2001).

Bakteriler tarafindan salgilanan slime maddesi, mikroorganizmanin g¢evresini
sararak viicut tarafindan gergeklesen savunma mekanizmalarina karst kendini korur.
Bu glikokaliks yapisinda bulunan slime tabakasinin da ayrica kemotaktik bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Bu etkiyle mikroorganizmanin hiicre i¢i yasam siiresinin
uzamasina Ve konaker tarafinda gerceklesen fagositoza karsi kendini koruyabil-
mesine olanak saglamaktadir (Aybay ve ark., 1997). Slime maddesi iiretimi anti-
biyotiklere karsi diren¢ olusturmakla beraber tedavi basarisizliklarina sebep olmakta
ve infeksiyonun ilerleyip kronik bir hal almasi en c¢ok karsilasilan durumlardan
birisidir (Christensen ve ark., 1994).

2.8. Enzimler

Stafilokoklar birgok ekstraseliiler substanslarin {iretimi vasitasiyla hastalik
olusturabilir. Toksinlerin bircogu plazmidlerin genetik kontrolii altindadir. Stafilokok
tiirleri ekzoprotein tiretimi bakimindan oldukga aktiftirler (Brook ve ark., 1991).

Stafilokoklar, konak hiicre morfolojisini ve/veya fonksiyonunu etkileyen ¢ok
sayida ekstraseliiler toksin iiretebilir. Bu toksinler sayesinde Stafilokoklar yogun
inflamatuar yanit olan bolgelerde tiremelerini siirdiirebilirler. Bunlardan en iyi tanim-

lananlar1, hemolizin ve l16kosidinlerdir (Cengiz, 1999).
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2.8.1. Katalaz

Baz1 bakteriler, hiicresel detoksifikasyonu kolaylastiran katalaz enzimini {retir.
Katalaz hidrojen peroksitin bakterisidal etkilerini notralize eder (Wheelis, 2008) ve
bakterilerdeki konsantrasyonu patojenite ile iliskilendirilmistir (Mahon ve ark.,
2011). Katalaz enzimi, hidrojen peroksitin bakterisidal etkilerini notralize etmeye
yarar (Wheelis, 2008). Katalaz, hidrojen peroksitin (H20,) su ve oksijene (2H,0, +
Katalaz — 2H,0 + O,) pargalanmasini hizlandirir. Bu reaksiyon, kabarciklarin hizlh
olusumu ile belirgindir (Clarke ve Cowan, 1952; MacFaddin, 2000).

2.8.2. Koagulaz

Koagulaz enzimi, Stafilokoklar tarafindan iretilen, bir g¢esit pihtilasma
proteinidir. Koagulaz tipleri bagli koagulaz ve serbest koagulaz olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Bagl koagulaz, Stafilokoklarin hiicre duvarindan salgilanmaktadir ve
fibrinojeni fibrine doniistiirebilmektedir. Serbest koagulaz, trombin benzeri faktor
olan bir plazma globulin faktorii ile reaksiyona girerek Staphylothrombin olustur-
maktadir. Reaksiyon sonucunda fibrinojen fibrine doniisiir. Sonu¢ olarak bagh
koagulazda gergeklesen reaksiyon sonucuna varilmaktadir (Zscheck ve Murray,
1993).

2.8.3. Lipaz

Diger mikrobiyal lipazlar gibi Stafilokok lipazlarmin da 6nemi bakteriyel lipit
metabolizmasina katilmalaridir ve virulens faktérde énemli roleri vardir (Jaeger ve
ark., 1999). Bilinen Stafilokok lipazlarin ¢ogu S. epidermidis gibi KNS tarafindan
tiretilir. Lipaz enzimi doku igerisine invaze olmalariyla yag: hidrolize edip dokularda
karbonkiil ve de frunkiil gibi dermatit infeksiyonlarina neden olmaktadir (Cauwelier
ve ark., 2004; Winn ve ark., 2006).

2.8.4. Slime faktor

Slime maddesi amorf yapida glikokaliks materyalleri olup %40 karbonhidrat,
%27 protein igermektedir. Kuvvetli antijenik yapida oldugundan, tavsanlara enjekte
edildiginde ¢ok yiiksek titrede antikor cevabi elde edilir. Slime pozitif Stafilokok
suslarmin daha viriilens ve antibiyotiklere daha direngli olduklar1 bildirilmektedir.
Slime faktor hiicresel immun yaniti baskilar, opsonizasyonu, nétrofil kemotaksisini

ve notrofil fagositozunu inhibe eder (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006).
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2.8.5. Hiyaluronidaz

Hyaluronidaz; yayilma faktorii olarak bilinir ve bakterilerin dokulara
yerlesmesinde onemli bir faktordiir. Bag dokusunun aseliiler matriksindeki asit
mukopolisakkaridler olan hiyaluronik asidi hidrolize eden enzimlerdir (Tiinger,
2005).

2.8.6. Deoksiriboniikleaz

DNase enzimleri endo ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip, niikleik asitleri
3’-fosfomononiikleotidlere parcalayan fosfodiesterazlardir. Isiya direngli bir enzim-
dir (Winn ve ark., 2006). Koagulaz negatif suslarin %20’sinin de bu enzimi tirettigi
bilinmektedir (Mackie ve Mccartney, 1989).

2.8.7. Beta-laktamaz (penisillinaz)

Stafilokoklar salgiladiklar1 beta-laktamaz enzimi ile penisilin grubu antibiyotik-
leri; beta-laktam halkasinin hidroksil grubunu pargalayarak etkisizlestirir. Genetik
tasinma plazmid ve transpozonlarla saglanir (Bannerman, 2003; Peacock, 2005;
Winn ve ark., 2006). Stafilokokal beta-laktamazlar tercihen penisilinleri hidrolize
ederler. Cogu indiiklenebilir ve ekstraseliller olarak salinabilen enzimlerdir.
Stafilokokal beta-laktamazlar genellikle kiiciik plazmidlerle veya transpozonlarla
taginmakla beraber, biiylik plazmidlerin kodladig1 beta-laktamazlar ve diger direng
mekanizmalar1 da bulunmaktadir (Kuyucu, 2007).

2.9. Patogenez

Stafilokok infeksiyonlarinin patogenezinde bir¢ok extraseliiler enzim ve toksinin
rol oynadigi bilinmektedir (Novick, 2000). Besin zehirlenmelerine neden olan
S. aureus enterotoksinlerinin yani sira ¢ig siitlerden izole edilen KNS’lerin de
enterotoksin olusturduklar1 gosterilmistir (Bautista ve ark., 1988; Miedzobrodzki ve
ark., 1989; Ordan ve ark., 1992; Valle ve ark., 1994; Vernozy ve ark., 1931).
Koagulaz negatif Stafilokoklarin patojenite faktorleri arasinda fibronektin, laminin,
ve kollajene baglanma ozellikleri ile lipaz, esteraz, proteaz, lireaz, lizostafin, ve
hemolizinler gibi bir¢ok ekstraseliiler enzim olusturmalari sayilabilir (Lina ve ark.,

2000).
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Bu faktorler arasinda glikokaliks yapisindaki slime {iiretimi de Onemli yer
tutmaktadir. Ozellikle protez, sant ve katater gibi yabanci cisim kullanan hastalarda
kolonizasyonun ilk adimi olan adheransi saglayan slime maddesi, KNS’lerin ciddi
infeksiyonlara yol agmasindan sorumludur (Ishak, 1995). Ilk kez Chiristensen ve
ark., (1982) tarafindan gosterilen slime faktor, ¢ok kuvvetli antijenik ozellik
tagimakta, fagositozu inhibe etmekte ve ayrica bakterinin antibiyotik direncinin
artmasina neden olmaktadir (Anonim 1, 2009; Winn ve ark., 2006; RSHM, 2009;
Zscheck ve Murray, 1993). Koagulaz negatif Stafilokoklarda slime pozitiflik
oranlarinin  %18-83 arasinda degistigi ve en fazla slime olusturan tiirlerin
S. saprophyticus, S. saccharolyticus, S. hominis, S. simulans ve S. cohnii oldugu
bildirilmektedir (Aydinli ve ark., 1997; Giinadin ve ark., 1995; Christensen ve ark.,
1982; Christensen ve ark., 1985;).

Stafilokoklarin patojenite ve virulensleri, iirettikleri ¢ok sayida ekstraseliiler
enzim ve toksine baghdir (Novick, 2000). Bugiin i¢in bir viriilens faktorii olarak
kabul edilen slime maddesi de, bakterinin yabanci cisim ylizeyine adheransini
saglamakla kalmayip, bakteriyi ¢evreleyerek konagin immun mekanizmalarindan ve
antibiyotiklerin etkisinden korunmakta ve immun sistem fiizerinde birgok etki
olusturmaktadir (Chiristensen ve ark., 1982; Hamilton-Miller, 1985). Yapilan
calismalar daha ziyade, klinik 6rneklerden izole edilen KNS’ler ve bunlarin slime
tiretimi lizerine yogunlagmistir (Akova ve ark., 1989; Christensen ve ark., 1983).

Deride olusan herhangi travma ya da yaralanmaya bagli olarak sekillenen
infeksiyonda yangi reaksiyonu olarak ilk once bolgeye notrofiller gelmektedir.
Bakterilerin hiicre duvar1 yapisinda bulunan peptidoglikan tabakasi, yangi
reaksiyonuna kars1 cevap olusmasinda dnemli bir gorevi listlenmektedir. Bolgede
olusan infeksiyonda ilk olarak bakteri tarafinda enzimler (DNase, lipase, koagulase
ve urease) ve toksin (hyaluronidase ve hemolizin) salgilanir. Buna bagli olarak doku
ve kan hiicrelerinde bir takim hasarlar meydana gelmektedir. Olusan lezyonlara baglh
olarak infeksiyonun daha da siddetlenmesine sebep olmaktadir (Aydin ve ark., 2006).

Koagulaz negatif Stafilokok olup non-patojenik ve non-invaziv Staphylococcus
epidermidis gibi etkenler hemoliz olusturmayan tiirlerdir. Bu tiir mikroorganizmalar
iltihaplanmaya sebep olmakta ve bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde hastalik
olusturmaya sebep olmaktadir (Aydin ve ark., 2006).
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Koagulaz negatif Stafilokoklara bagli infeksiyon riski en ¢ok olan hastalar,
siklikla ameliyat, yabanci cisim yerlestirme veya immiinosiipresyon nedeniyle
konak¢i savunma mekanizmalarinda bozucu etkilere sahiptir. Genel olarak
kolonizasyon ve adheransin koagulaz negatif Stafilokok infeksiyonu igin bir 6n sart
oldugu diistintilmektedir (Ziebuhr ve ark., 2006).

Koagulaz negatif Stafilokoklara bagli gelisen infeksiyonlarin seyri ¢cogu zaman
S. aureus’tan farklidir. Genel klinik tablo dzgiil degildir ve sinsi gelisir. Infeksiyonun
fulminan belirtileri pek gézlenmez ve durum subakut hatta kronik bir sekilde ilerler.
Koagulaz negatif Stafilokoklara bagli gelisen bakteriyemi eger zamaninda ve yeterli
tedavi edilirse nadiren hayati tehdit eder. Ancak bagisiklik sistemi baskilanmis ve
notropenik hastalarda daha ciddi klinik durumlara neden olabilirler (Kennedy ve ark.,
2000).

Bunun disinda patojenik potansiyeli S. aureus’a benzeyen ve diger KNS’lere
oranla daha virulent olan S. lugdunensis’in etken oldugu klinik durumlarinda da
tedavi giicliikleri gozlenebilir (Greig, 2003).

2.10. Koagulaz negatif Stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlar

Enterik bakterilerin aksine S. saprophyticus ile olusmus idrar yolu
infeksiyonlar1 ilging olarak mevsimsel 6zellik gosterir. Yaz sonu ve sonbahar basi
gibi siklig1 artar. Bunun disinda diger enterik bakterilere gore kiiltiir ortamlarinda
koloni sayis1 az oldugundan (<105 CFU/ml) ya da iretilemediginden akut
tretral sendromun (disiiri-piyuri sendromu, abakterik pyiiri) bir etkeni olarak
gosterilmektedir. Staphylococcus saprophyticus’un etken oldugu idrar yolu infek-
siyonlarinda relaps, hastalarin %10’unda goriilebilir (Archer, 2000).

Mastitis, sagmal hayvanlarda siit miktarinin azalmasi ve bilesiminin degismesi
ile karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir. Gerek iilkemizde gerekse diger iilkeler-
de siit sigin yetistiriciliginde yol agtig1 ekonomik kayiplarla 6nemli bir sorun olan
mastitisler, polimikrobiyel etiyolojisi, lokal etki derecesi ile sagaltimi1 ve eradikas-

yonu gii¢, kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Arda ve ark., 1992).
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Koagulaz negatif Stafilokoklar insan ve hayvanlarin normal florasinda ve
dogada kommensal olarak bulunabilen ve ayni zamanda hafif dereceli firsatei
infeksiyonlar yapabilen bakteri tiirleridir. Bunlarin mastitis vakalarindan izole
edilmeleri her zaman mimkiin olabilmektedir (Jonsson ve Wandstrom, 1993;
Koneman ve ark., 1997).

Stafilokok tiirleri, toplumdan kazanilmis infeksiyonlarda da biiyiik 6neme
sahiptirler (Tenover ve Gaynes, 2000). Bunlar arasinda ise besin zehirlenmeleri
onemli bir yer tutmaktadir (Jablonski ve Bohach, 1997). Ozellikle siit veren
hayvanlarda mastitislerden sorumlu olan koagulaz pozitif ve koagulaz negatif
Stafilokoklar, gerek bu hayvanlarin siit ve siit liriinlerinden gerekse bunlar1 isleyen
kisilerin florasindan kaynaklanan kontaminasyonlar nedeniyle gastroenterit,
endokardit, deri, cerrahi, yara, kemik ve eklem infeksiyonlarina neden olabilmek-
tedirler (Jablonski ve Bohach, 1997; Shuttleworth ve ark., 1997).

Koagulaz negatif Stafilokoklarla kontamine besinlerin tiiketilmesi, O6zellikle
kiiclik ¢ocuklarda, altta yatan hastaligi olanlarda ve immun sistem bozuklugu olan
kisilerde firsat¢1 infeksiyonlar igin kaynak olusturabilmektedir (Jay, 1986; Lina G ve
ark., 2000).

Endojen ya da ekzojen kaynakli, nozokomiyal ya da toplumdan kazanilmig
infeksiyonlara yol agan patojen S. aureus’un yanisira, diger Stafilokok tiirleri de
gittikce artan siklikta infeksiyon nedeni olabilmektedirler (Tenover ve Gaynes,
2000).

Bunlar arasinda insan derisi, sagli deri, dis kulak ve iiretra iiyelerinden olan
S. epidermidis, S. capitis, S. simulans, S. cohnii, S. auricularis ve S. ludunensis ile
toprak ve c¢evrede bulunan S. caprae, S. intermedius ve S. kloosii gibi tiirler yer
almaktadir (Lina ve ark., 2000).

Staphylococcus epidermidis’in olusturdugu firsatg1 ve hastane infeksiyonlarina
daha sik rastlanmakla birlikte, son yillarda ad1 daha az anilan tiirler de infeksiyon
etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Ornegin; Shuttleworth ve ark., (1997) ile
Vandenesh ve ark., (1995) S. caprae’nin neden oldugu kemik ve eklem infeksiyonu,

idrar yolu infeksiyonu, endokardit ve bakteriyemi vakalar1 bildirmektedirler.

19



Ayn1 sekilde S.

lugdunensis’in predispozan faktér olsun ya da olmasin

endokardit, deri ve cerrahi yara infeksiyonlarina yol agtigi ve S. capitis ile

S. simulans’in da endokardit olusturdugu rapor edilmektedir (De Hondt ve ark.,
1987; Jansen ve ark., 1992; Latorre ve ark., 1993; Vandenesch ve ark., 1995).

Genel olarak hayvanlardan izole edilen KNS tiirleri Tablo 3’de verilmistir

(Koneman ve ark., 1997).

Tablo 3: Hayvanlardan izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokoklar

Tiirler Konak / Kaynak
S. arlettae Kegi / Nasal mukoza
Kanatl1 / Deri
S. capitis Inek / Siit
S. caprae Kegi / Deri
S. caseolyticus Kegi / Siit, stit tirtinleri
S. chromogenes Inek / Siit*
Domuz, Kanatli / Deri
S. cohnii Inek / Siit*
S. epidermidis Inek / Siit*
Kopek, At/ Yara infeksiyonlari
S. equorum At/ Deri
S. felis Kedi / D1s kulak yolu iltihabi, deri infeksiyonlar
S. gallinarum Kanatl1 / Deri infeksiyonlart
S. haemolyticus Inek / Siit*
S. hominis Inek / Siit
S. lentus Domuz, Koyun, Keg¢i / Deri infeksiyonlar
S. saprophyticus Kedi / Deri
S. sciuri Kedi ve diger hayvanlar / Deri infeksiyonlari
S. simulans Inek / Siit®
Kopek, Kedi, Domuz / Deri infeksiyonlari
S. vitulinus Kegi, Koyun, Domuz / Deri
S. warneri Inek / Siit®
S. xylosus Kegi, Koyun / Siit*

Kedi, Kanathi, Domuz, At/ Deri

: subklinik ve klinik mastitis vakalarindan izole edilmis
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2.11. Teshis

2.11.1. Klinik teshis

Stafilokokal infeksiyonlarda meydana gelen klinik tablo, diger bakteriler
tarafindan olusturulan Kklinik bulgularla benzerlik gosterebilmektedir. Bu nedenden
dolayi kesin taniya varmak ancak laboratuvar uygulamalar ile gergeklestirilir (Aydin
ve ark., 2006).

2.11.2. Laboratuvar muayenesi

Teshis amaciyla numune olarak; dermatit vakalarinda, 6zellikle etkilenen irinli
bolgeden ve ayni sekilde sekillenmis yara infeksiyonlarinda svablar ve mastitis
vakalarinda siit 6rnekleri alinmalidir. Numune alinirken numune alma kurallarina
dikkat edilmelidir. Cevresel kaynakli bulagmalar engellenmeli ve alinan numuneler
0zel soguk buz kaplartyla birlikte +4 °C soguk zincir altinda en kisa siirede
laboratuvara gonderilmelidir (Brook ve ark., 1991).

2.11.2.1. Kiiltiir

Laboratuvara ulasan materyallerin, tiire bakilmaksizin genel amagh besiyeri
olarak %5 Koyun kanli agara, McConkey agara ve Eosin Methylene Blue (EMB)
agara ekimler yapilir (Brook ve ark., 1991). Stafilokoklarin laboratuvar tanisinda
koloni morfolojisi, Gram boyama, pigment iretimi, hemoliz, mannitol
fermantasyonu, yiiksek tuz konsantrasyonlu ortamda iireme gibi 0Ozellikler
arastirilmalidir (Bannerman, 2003; Peacock, 2005; Winn ve ark., 2006).

Tipik olarak KNS tiirleri pigmentsiz, piiriizsiiz, parlak ve opak koloniler
meydana getirirler. Slime faktorii yoniinden gii¢lii olanlar mukoid tarzi koloniler
meydana getirmektedir. Mikrobiyolojik ekim gerceklestikten sonra etiivde 37 °C’de
24-48 saat boyunca aerobik olarak inkubasyona birakilir. Inkube edildikten sonra
KNS’ler kanli agarda ¢aplar1 3-6 mm’ye varan koloni olustururlar. Bazi suslari sari-
turuncu renkte pigmentli koloniler meydana getirebilmektedir. Bunlardan bazilari;
S. chromogenes, S. devriese, S. lugdunensis, S. sciuri, S. vitulinus, S. warneri ve
S. xylosus oOrnek verilebilir. Diger KNS tiirleri de sarimsi renkte koloniler de
meydana getirebilmektedir. Koloni etrafinda hemoliz alanlar1 gézlenebilir. Hemoliz
acisindan degerlendirilecek olunursa S. haemolyticus ve S. lugdunensis beta-hemoliz

meydana getirebilmektedirler (Bannerman, 2003).
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Besiyerinde ekim gerceklestikten sonra olusan koloniler makroskobik ve
mikroskobik olarak degerlendirilir. Ayrica besiyerinde meydana getirdikleri hemoliz
tipleri, MacConkey ve Eosin Methylen Blue agarda iireme 6zelliklerine bakilir.
Biyokimyasal teslerden katalaz ve koagulaz testleri de yapilarak bakterileri cins ve
tir diizeyinde tanimlanmaya calisilmaktadir (Aydin ve ark., 2006; Brook ve ark.,
1991).

Stafilokoklar, Streptokok tiirlerinden kolay ayrilabilmektedir. Bu ayrimda
katalaz testi belirleyicidir. Stafilokoklar katalaz reaksiyonu pozitif olan testlerdir.
Streptokoklar ise katalaz negatif olduklari i¢in en ayirt edici 6zelliklerden biridir.
Ayrica sadece katalaz testi degil, mikroskobik goriiniimleri de farklidir. Stafilokoklar
daha ¢ok diizensiz kiime benzeri yada liziim salkimi seklinde goriimleri varken,
Streptokoklar zincir tarzinda bir gériiniime sahiptirler (Anonim 1, 2009; Bilgehan,
2000).

2.11.2.2. Biyokimyasal testler

2.11.2.2.1. Katalaz testi

Tiim Micrococcaceae ailesi iiyelerinde sitokrom oksidaz enzimi bulunur. Bu
enzimi iireten bakteriler hidrojen peroksiti (H20;) su ve oksijene ayristirir. Bu test
icin igerisinde kan bulunmayan bir besiyerinde iiretilmis Stafilokok kolonileri
kullanilmalidir. Aksi taktirde kirmizi kan hiicrelerinin i¢inde bulunan enzimler zayif
pozitif katalaz reaksiyonuna neden olabilir. Saf olan koloniden lama 6ze yardimu ile
almir. Uzerine hidrojen peroksit enziminden damlatilir. Oze ile karistirilir. Lam
tizerinde gaz kabarciklarimin olusumu ise hidrojen peroksitin su ve oksijene
ayrildigini, testin pozitif oldugunu gosterir. Bu test Micrococcaceae ailesinin; katalaz
testi negatif olan diger Gram pozitif koklardan, 6zellikle Streptokok ve
Enterokoklardan ayrilmasini saglar (Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006).

2.11.2.2.2. Koagulaz testi

Koagulaz testi 2 sekilde yapilmaktadir. Bunlar; lamda koagulaz ve tiipde
koagulaz olmak fizere ikiye ayrilir. Koagulaz testinde enzim olarak tavsan plazmasi
kullanilmaktadir. Olusan reaksiyon ise, ortamda koagulaz enzimi bulunuyor ise
fibrinojen fibrine ¢evrilir (Brown, 2005; Winn ve ark., 2006).
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Lam koagulaz testi; bagli koagulaz veya Clumping faktoriin (CF) varligi

belirlenir. Bagh koagulaz hiicreye bagli olup, kiiltiir filtratlarina gegmez. Etkinliginin
ortaya ¢ikmasi i¢in “coagulase reacting factor” (CRF)’a gereksinim yoktur.

Besiyerinden 6ze ile alinan Stafilokok kolonisi lam {izerinde bir damla distile su
ile homojenize edilir ve lizerine bir damla plazma damlatilip elde cevrilerek
karigtirilir. Olumlu sonuglarda gozle goriilen kiimelesmeler olusur. Eger lam
koagulaz testi negatif ise tiip koagulaz testi yapilmalidir. Ciinkii bagh koagulaza
sahip olmayan suslar genellikle serbest koagulaz iiretirler (Bilgehan, 2002; Winn ve
ark., 2006).

Tiip koagulaz testi; ise serbest koagulaz veya plazmaya bakteri tarafindan

saliman koagulazi saptar. Serum fizyolojik ile 1/5 oraninda sulandirilmis tavsan
plazmasi icinde Stafilokok kolonisi ezilip karistirilir. Saat basi kontrol edilerek
35 °C’de dort saat pihtinin olusmasi i¢in bekletilir. Pthtinin olugmasi pozitif sonug
olarak degerlendirilir (Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006).

Negatif olan testler oda sicakliginda 18-24 saat bekletilmelidir. Ciinkii bazi
suslar uzun inkiibasyonlarda fibrinolizin iiretebilirler. Bu da ¢6ziilmeye neden olur.
Tiplerin oda sicakliginda bekletilmesi bu etkinin ortadan kalkmasini saglar
(Bannerman, 2003; Winn ve ark., 2006).

2.11.2.2.3. Deoksiriboniikleaz testi

Test oOncelikle biiylik miktarlarda hiicre disi DNase iireten patojenik
Stafilokoklar1 ayirt etmek i¢in ek bir varsayim testi olarak kullanilir. DNase enzimi,
DNA igeren ortamla reaksiyona girerek DNA'nin hidrolizi meydana gelir. Hidroliz
ile serbest kalan oligoniikleotidler asit i¢inde ¢oziiniir ve pozitif bir reaksiyonda,
hidroklorik asit ilavesi eklendiginde cevresinde berrak bir bolge ile sonuglanir.
DNA'nin hidroklorik asit tarafindan ¢okeltilmesi nedeniyle, negatif bir reaksiyonda
¢ozelti bulaniklasir (Waller ve ark., 1985).

2.11.2.2.4. Slime testi

Bakteriler, ekzopolisakkarit yapida bir bir tabaka olusturarak bir biyofilm
tabakas1 meydana getirmektedir. Ekzopolisakkaritler matriks yapida olup, biyofilm
olusturarak, mikroorganizmalarin koloni olusturmalarina ve hiicrelerde adhezyon
olusturmalaria olanak saglar. Ayrica konakg¢1 tarafindan gergeklesen fagositozlara

ve antibiyotiklere kars1 da koyabilmektedir (Midik ve ark., 2011).
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Christensen _yontemi (Kalitatif tiip testi); Stafilokoklar tarafinda iretilen

biyofilmi tespit etmek amaciyla, Christensen ve arkadaslari tiip adhezyon testini
arastirmistir. Tiip i¢inde bulunan Sml’lik buyyon igerisine incelenecek olan bakteri
kiltiriinden buyyon ig¢ine inokule edilir. Ardindan 37 °C’de 48 saat etiivde
inklibasyona birakilir. Bakteri iiremesi gerceklestikten sonra tiipler bosaltilir.
Bosaltilan tiiplere 0,4’lik trypan blue ilave edilir, karistirilir ve boya dokiiliir.
Ardindan tiipler ters c¢evrilerek kurutma kagitlar1 iizerine bekletilerek kurumalari
saglanir. Tiiplerin etrafinda olusanmavi rengin koyuluk ve kalinlagmasina gore slime
tiretimi degerlendirilir. Degerlendirme +, ++ ve +++ olmak tizere 3 farkli sekilde
yorumlanir. Renk olugsmamasi ise negatif olarak degerlendirilmektedir (Christensen
ve ark., 1982; Christensen ve ark., 1985).

Kongo kirmizili agar yontemi; KNS’lerin kongo kirmizili agara tek koloni

ekimleri yapilir. 35 °C’de 24 saat inkiibasyonun sonunda siyah koloni olusturan
suslar slime faktor pozitif, pembe koloni olusturanlar ise slime faktor negatif olarak
degerlendirilir (Aydinli, 1997; Freeman ve ark., 1989; Kaleli ve Demir, 1999).

2.11.3. Vitek 2 otomatize sistem

Gram pozitif ve negatif bir ¢ok bakterinin identifikasyon / antibiyotik duyarlilik
sonuclariin belirlenmesinde kullanilan otomatize bir sistemdir. Sistemde Gram
pozitif ve negatif mikroorganizmalarin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik
kartlar1 farkhidir. Vitek 2 Gram pozitif identifikasyon karti (GP) (BioMerieux) ile
cogu onemli Gram pozitif bakterinin otomatize identifikasyonu amaclanmistir. Gram
pozitif kart1 ile identifikasyon, biyokimyasal metodlara ve yeni gelistirilmis
substratlara dayanmaktadir. Sistemde karbon kaynagi kullanimi, enzimatik aktivite
ve direnci 6lgen 43 biyokimyasal test mevcuttur. identifikasyon sonuglar1 yaklasik

olarak 48 saat i¢inde verilmektedir (Vitek 2 Compact; Winn ve ark., 2006).
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2.12. Antibiyotikler

Antibiyotikler, beseri ve veteriner hekimlikte hem insan hem hayvan sagligimn
giivence altina almak i¢in kullanilmaktadir. Tibbi tedavinin yani sira tarimsal liretimi
gelistirmek i¢in de kullanilmistir. Bununla birlikte, antibiyotik kullaniminin
yayginlagmasiyla beraber, antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi, daha
giiclii ilaclara ve daha pahali tedaviye ihtiya¢ duyulmasina neden olmustur. Diinya
saglik oOrgiitiiniin yaptig1 en son agiklamalarinda, bakterilerin antibiyotiklere olan
direncin giin gectikce artmasia bagli olarak en biiyiik sorun haline geldigini
duyurmaktadir (Wang ve ark., 2012).

Bakteriyel diren¢ lizerine yapilan bazi c¢alismalar, dagilimin ve etkilesimin
cogunlukla karmasik ve coziilemeyen diren¢ mekanizmalarinin oldugunu goster-
mistir. Bununla birlikte, antibiyotik direncinin gelistirilmesinden sorumlu olan gesitli
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar vardir. Direng mekanizmasi genetik olarak
dogal olanin evrimi veya mikroorganizmanin antibiyotiklere maruz kalmasinin
sonucu olabilir. Antibiyotik direncinin ¢ogu, mutasyon sonucu veya genetik
materyalin mikroorganizmalar arasinda transferiyle ortaya ¢ikmigtir (Davies, 2010).

Hayvanlarda meydana gelen direngli bakteriler, insanlar1 da etkileme
potansiyeline sahiptir. Direngli suslar insan sagligi igin risk olusturmaktadir.
Ciftliklerde veya gida hayvami iretim tesislerinde ¢alisan Kkisilerin, direngli bir
bakteri susu ile infeksiyon riski daha da yiiksektir (Sarmah ve ark., 2006).

Antibiyotiklere direngli infeksiyonlarda artis meydana gelmesiyle, insan ve
hayvan sagligin1 tehdit eden infeksiyonlara karsi miicadeleyi zorlastirmaktadir
(Butler ve ark., 2006). Antibiyotiklerin etkinligini korumak i¢in, bu ilaglarin hem
insanlarda hem de hayvanlarda kullanimlarinin incelenmesi kritik 6neme sahiptir.
Antibiyotiklere kars1 artan direng gelisimini durdurmak ve infeksiyonlara karsi basa

¢ikmak i¢in birgok yeni girisimler baslatilmistir (Center for Disease Control, 2008).
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2.12.1. Antibiyotikler hakkinda bilgi

Antibiyotikler, bakteriyel hiicrenin bdliinmesini durdurarak (bakteriyostatik)
veya Oldirerek (bakterisidal) bakteriyel biiyiimeyi oOnleyen kimyasal ajanlardir.
Antibiyotik ve antimikrobiyal terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanilir ancak es
anlamli degildir. Antibiyotikler mikrobik kokenli maddelerdir (penisilin gibi);
antimikrobiyal ise mikroplari yok eden sentetik bilesikleri igeren herhangi bir
maddeyi ifade eder (Guardabasse ve Courvalin, 2006).

Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda hastaliklar1 tedavi etmek ve 6nlemek
igin Kullanilir. Deri infeksiyonlar1 ile birlikte akciger, karin ve beyindeki ciddi
infeksiyonlara kadar her tiirlii bakteriyel infeksiyonlarda antibiyotiklerin rolii biiyiik
bir 6nem kazanmaktadir. Hem insan hem de hayvanlarin yasamsal fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Spellberg, 2011).

2.12.2. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi

Diren¢ mekanizmalarini anlamak i¢in, antimikrobiyal ajanlarin nasil etki ettigini
anlamak onemlidir. En yaygin etki mekanizmalarindan biri hiicreyi hedeflemektir.
Bu nedenle; antimikrobiyal ajanlar, segici olarak konakg¢i1 fonksiyonlari etkilemeyen
mikrobiyal fonksiyonlar {izerinde etki eder. Bazi antibiyotik gruplar1 bakterilerde
gelisimi inhibe ederken, bazi gruplar ise bakterileri 6ldiirerek etki ederler (Young,
2011).

Infeksiyonlarm antibiyotiklerle tedavisi, yapilan antibiyograma uygun olarak
secilen antibiyotiklere ve kullanimina bagli olarak gerceklesir. Tedavi belirlenirken
hastaliga neden olan etken ve onun antibiyogram sonucunda ortaya ¢ikan veriler de
onem tagimaktadir. Tlacin farmakolojik etkileri ve etki mekanizmasi ile ilgili bilgi
olmaksizin sadece elde edilen in vitro verilere dayanilarak tedavi yapilirsa
basarisizlikla sonuglanabilmektedir. Bu nedenle antibiyotik se¢iminde dikkat
edilmesi gereken en 6nemli hususlardan olan ilacin etki mekanizmasi yani farmako-
dinamik etki ile ilacin viicuttaki hareketini yani farmakokinetik etkinin iyi bilinmesi
gereklidir (Abdel ve Kearns, 2004).
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Cogu antibiyotik sinifinin antimikrobiyal potansiyeli, bakterilerin yapisinina ya
da metabolik islemlerine yoneliktir. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi asagidaki
sekildedir:

*Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu

* Hiicre zar1 yapisinin veya fonksiyonunun pargalanmasi

* Niikleik asitlerin yapisinin ve fonksiyonunun inhibisyonu

* Protein sentezinin inhibisyonu

* Metabolik islemlerin bozulmasi

(Madigan ve Martinko, 2006; Talaro ve Chess, 2008; Wright, 2010)

Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu

Bakteri hiicrelerinin ¢ogu murein olarak adlandirilan sert bir tabaka olan
peptidoglikan tabakasi ile kaplidir. Bu yapr bakteriyi hem zorlu g¢evresel etkenlere
kars1 korur ayrica hiicre i¢i ozmotik basincin dengesini saglar (Josephine ve ark.,
2004). Glikopeptit antibiyotik smifina (6r; vankomisin) ait g¢ogu antibiyotik,
peptidoglikan tabakasinin sentezini inhibe ederek bakteri liremesini engelleyebilir

(Kahne ve ark., 2005).

Hiicre zar1 vapisinin veya fonksivonunun parcalanmasi

Bakterilerin hiicre zarlarina zarar veren antibiyotikler, her bir mikrobiyal grupta
hiicre zarlarindaki lipit tiirlerine gore farklilik gdstermektedir. Ornegin; Daptomisin
kalsiyum bagimli zar1 depolarize eder ve bu makromolekiiler sentezin durmasina ve
bakteri hiicresel zarin bozulmasina yol agar (Alborn ve ark., 1991). Polimiksinler,
bakteri hiicresindeki lipopolisakKkaritin lipit kismina etkili bir sekilde baglanarak
bakteri hiicre zariin pargalanmasina neden olur (Falagas ve ark., 2010).

Niikleik asitlerin vapisinin ve fonksivonunun inhibisyonu

Niikleik asitlerin sentezi ile sonu¢lanan metabolik yollar ¢ok 6nemlidir; niikleik
asit sentezinin bozulmasi, hem de bakteriyel hiicrelerin hayatta kalmasi igin
onemlidir. Antibiyotikler, replikasyonu bloke ederek veya transkripsiyonu
durdurarak, cekirdek asit sentezine miidahale eder (Gale ve ark., 1981). Ornegin
kinolon grubu antibiyotikler, helikaz enziminin islevselligini bozarak enzimin
DNA'y1 ¢6zme islevini yerine getirmesini engeller. Kinolonlarin bu antibiyotik etkisi
nihayetinde duyarli bakteriler arasinda DNA replikasyon ve onarim islemini keser

(Chen ve ark., 1996).
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Bakteriyel niikleik asit sentezini bu sekilde inhibe eden kinolonlar, memeli RNA
polimeraz ile etkilesime girmez, bu onlart Gram pozitif bakterilere ve bazi Gram
negatif bakterilere spesifik olarak karsit yapar (Chen ve ark., 1996).

Protein sentezinin inhibisyonu

Bakterileri de igeren canlilar, olusturduklart ve siirekli olarak {irettikleri
proteinlerin miktar1 ve tiirii ile tanimlanir. Proteinler; yapisal rol, metabolik ve
fizyolojik siireclerden ve diger rollerin yani sira olumsuz kosullara tepki vermekten
sorumludur. Bununla birlikte; herhangi bir zamanda bir bakteri tarafindan iretilen
proteinlerin tipi ve miktari, bagska bir ¢cok 6nemli biyomolekiil - Deoksiriboniikleik
asit (DNA)'da bulunan bilgiye baglidir. DNA, bakteriyel bir hiicrenin kendi iginde
barindirdigi belirli bilgiler yoluyla iirettigi protein tiirtinii belirler. Bu bilgiler ise
genetik kodlarin olusturdugu bir genetik havuzu olan RNA (Riboniikleik asit)’da
bulunmaktadir. Bilgiler mesajct mRNA vasitasiyla iletilmektedir. Proteinlerin tim
canlt organizmalarin metabolik ve yasam siireclerindeki Onemi goéz Oniine
alindiginda, bir bakteri hiicresindeki sentez siirecini bozan her ne olursa olsun,
sonugta hiicreyi kapatamaz; biiylimesini engeller hatta tamamen Oldiiriir (Etebu,

2013).

Metabolik islemlerin bozulmasi

Siilfonamidler ve trimetoprim gibi bazi antibiyotiklerin, bakterilerin hiicresel
metabolizmasi igin gerekli olan bir substrati taklit ettigi gosterilmistir. Bu aldatma,
bakteriyel enzimlerin kendilerini normal substrattan ziyade antibiyotige tuttunma-
larina neden olur. Ozellikle siilfonamidler, bakteri hiicrelerinde folik asidin sentezi
icin gerekli olan tetrahidrofolat gibi davranir (Talaro ve Chess, 2008).

2.12.3. Antibiyotiklerde direng

Antibiyotik direnci; bir bakteri veya diger mikroorganizmalarin, daha Oonce
kendilerine kars1 etkili oldugu diisiiniilen antibiyotik dozlar1 varliginda hayatta kalma
ve ¢cogalma yetenekleridir (World Health Organization, 2011). Antibiyotiklere kars1
direng gosteren bakterilerin genetik kokenleri farklilik gostermektedir (Denyer ve
ark., 2011).
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Baz1 bakteriler, antibiyotiklerin en diisiik dozunda kullaniminda bile ¢ok hassas
olduklar1 icin antibiyotik kullanimi cevap verebilmektedir. Fakat bazi mikro-
organizma gruplar1 ise ylikse dozda antibiyotik kullanildigi zaman kanda pik
seviyeye ulastiklart zaman etkilenmektedirler. Antibiyotik dozu yeterli pik seviyeye
ulagmaz ise bakterileri 6ldiirecek bir konsantrasyon olugsmaz (Smith, 2005).

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal ajanin etkisi ile Oldiiriicii ve lremeyi
durdurucu etkisine karsi koyma yetenegidir (Kayser, 1995). Stafilokoklar genelde
antibiyotiklere duyarli olduklar1 halde, cesitli antibiyotiklere karsi zamanla direng
kazandiklar1 bildirilmektedir. Bu direng ¢esitli sekillerde goriiliir ve bu karakterini
ekstrakromozomal elementlerle digerlerine aktarirlar (Basetti, 2000).

Bir antibiyotige direng, infekte olan organizmanin dogal bir 6zelligi olabilir veya
edinilebilir. Kazanilmig direng, mutasyondan veya ekstra kromozomal genetik
materyalin transferinden ve ardindan terapi sirasinda direngli organizmalarin
secilmesinden kaynaklanabilmektedir (Courvalin, 2005). Genetik mutasyon sonucu
organizmalar diren¢ kazanabilmektedir. Direngli mutantlar, bir popiilasyonda toplam
antibakteriyel maddelerin kullanimina ve bu maddelere direng sergileyen izolatlarin
oraninin artmasina neden olarak, antibiyotik etkisine karsisinda gii¢lii bir hayatta
kalma avantajina sahip olacaktir (Hegstad ve ark., 2010).

Bakteriyel infeksiyonlarda tek doz kullanildiginda bakteri duyarli ise hemen
yanit alinabilmektedir. Ancak direglilik s6z konusu ise yliksek doz kullanilsa bile
yanit alinamamaktadir (Rafaillidis ve ark., 2009). Antibiyotik kullanimi1 ampirik bir
sekilde olup, laboratuvar testi yapilmadan antibiyotik kullanilmakta ve tedavi
basarizliklarina sebep olabilmektedir (Iwe, 2006).

2.12.4. Antibiyotiklerde diren¢ mekanizmasi

Antibiyotiklerin, mikroorganizmalarin biiyiimesini ve ¢ogalmasini Onleyebil-
mesini veya Oldiirebilmesini saglayan bir¢cok farkli yol bulunabilmektedir.
Mikroorganizmalarin zaman iginde antibiyotiklere maruz kalmasi sirasinda sahip
oldugu veya gelistirdigi bircok diren¢ mekanizmasi da vardir. Mikroganizmalar, tek
bir mekanizma ile bir¢ok antibiyotik siifa direngli olabilmektedir. Direng bir
bakteriden diger bir bakteriye DNA parcalar1 olan “’diren¢ plazmitleri’” iireterek tek

tek bakteriler arasinda aktarim s6z konusudur (Clewell, 2014).
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Antibiyotik direnci iki tipte siniflandirilabilir. Biri “’Dogal Direng”’ ve digeri ise
“’Kazanilmis Direng’” olmak tlizere ikiye ayrilmaktadir. Dogal direng de mikro-
organizmalar dogal olarak ilaglar i¢cin hedef bolgelere sahip degildir ve bu nedenle
ilag bunlar1 etkilemez. Ornek olarak Mycoplasma spp. cinslerinin penisilinlere olan
direncliligi verilebilmektedir. Hiicre duvarina etki eden penisilinin, hiicre duvari
olmayan bakterilere etki edememesi sonucunda dogal diren¢ olusmaktadir. Ayrica,
antibiyotiklerin etki edecegi bakteriyel hiicreye girememesi sonucu da direng
olugsmakta ve boylece etkisi de sinirli olmaktadir. Kazanilmis direng de ise bakteriler
daha once duyarli olduklari antibiyotiklere diren¢ kazanabilirler. Bu tip direng
bakteriyel genomdaki degisikliklerin sonucu olusmaktadir (Sageman, 2015).

Antibiyotik inaktivasyonu: Bazi durumlarda bakteriler; antibiyotiklere direng

kazanabilir, ilact etkin olmayan hale getiren veya antibiyotiklerin islevselligini
azaltan bir enzim sentezlemektedir. En iyi Ornek, penisilin gibi beta laktam
antibiyotiklerin beta-laktam halkalarin1 kirabilen beta laktamazlardir. Bu sekilde,
beta-laktam halkasinin kirtlmasi antibiyotigin peptidoglikan 6nciilerine baglanmasini
onler. Ancak; penisilin veya diger benzer ilaglarin, mikroorganizma beta laktamaz
irettigi slirece, hiicre duvarmin biitiinliigiinii bozma olasilig1 daha diisiik olacaktir
(Sageman, 2015).

Azaltilmis membran gecirgenligi: Antibiyotiklere miidahale etmenin bagka bir

yaygin yolu, ilacin hiicreye girisinin 6nlenmesidir. Gram negatif bakteri bir dis hiicre
zarina sahiptir ve ilaglarin, dis zar1 kaplayan ve hiicre icine veya disina girip
¢ikmasina izin veren kanallar olan hiicre gézeneklerinden ge¢gmesi gerekir. Hiicreye
girmek veya hiicre duvar ile etkilesime ge¢cmek igin, ilaglarin gdézeneklerden
gecgebilmesi gerekir (Willey ve ark., 2013).

Bir gen mutasyonu, genellikle elektrik yiikiinii veya antibiyotiklerin hiicreye
girmesini zorlastiracak fiziksel yapiy1 degistirerek gézeneklerin degismesine neden
olabilmektedir. Antibiyotik hala islevsel olarak aktiftir, ancak hedef bolgesine
ulasamayacaktir. Bir mikroorganizma, bu sekilde bir kerede birden fazla ila¢ sinifina
direng gelistirebilir. Ancak bazi Gram negatif bakteriler, mutasyon meydana
gelmeden Once bile gdzeneklerden gegemeyecek kadar biiyiik olan vankomisin gibi

biiyiik ilaglara kars1 direnglidir (Galdiero ve ark., 2012).
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Hedef Boélgenin Degistirilmesi: Birgok antibiyotik, mikroorganizmanin bir hedef

molekiiler bilesenine baglanarak etki eder. Bir mikroorganizmanin mlekiil yapsinda
meydana gelen degisiklik, antibiyotigin hedefinde olan molekiile baglanamayacagi
i¢in etkinligini azalabilir. Ornegin tetrasiklinler, DNA'ya baglanarak transfer RNA
erisim bolgesini bloke eder. Buna karsilik erisim bolgesindeki ufak degisiklikler
tetrasiklinlere kars1 mikrobik direngle sonuglanabilmektedir (Denyer ve ark., 2011).

Antibiyotiklerin Tasinimi: Mikroorganizmalarin antibiyotiklere direngli hale

gelebilecegi bir bagka mekanizma, bir akis pompast kullanmaktir. Bir akis pompast,
antibiyotigi hiicre disina zorlayabilen, hedefine ulasamayacagi veya temasta
kalamayacag1 biyolojik bir pompadir. Antimikrobiyal direncin bu yontemi genellikle
birden fazla antibiyotik smifina; o6zellikle makrolidlere, tetrasiklinlere ve
florokinolonlara direng olusturabilir. Ciinkii bu antibiyotikler, protein ve DNA
biyosentezinin farkli yonlerini inhibe eder ve bu nedenle etkilerini sergilemek igin
hiicre i¢i olmas1 gerekmektedir (Willey ve ark., 2013).
2.12.5. Antibiyotik direnclilik kontrolii

Sorumlu kullanim: Veteriner ve beseri hekimlikte antibiyotiklerin nasil

kullanilacag ile ilgili bir¢ok prosediir bulunmaktadir (Phillips ve ark., 2004). Bir¢ok
tilkede veteriner hekimler ve hayvancilikla ugrasanlar antibiyotik kullanimini
gelistirdi. Kiimes hayvanlari, domuz, sigir ve koyunlar dahil olmak iizere cesitli
tiirlerde antibiyotikler kullanilmaktadir. Uluslararas1 OIE ve WHO gibi kuruluslar da
antibiyotik direnci iceren ilkeler veya uygulama kodlar1 gelistirmislerdir. Diinya
Saglik Orgiitii, gidaya yonelik hayvanlarda antimikrobiyal direncin korunmasina
yonelik kiiresel ilkeler yaymlamistir (World Health Organization, 2000).

Veteriner Hekimliginde OIE antimikrobiyal ajanlarin sorumlu antibiyotik
direnci ile ilgili bes belge yaymlamistir. Diger dort belge risk analizi metodolojisi,
kullanim miktarlarinin izlenmesi, siirveyans programlari ve laboratuvar metodo-

lojileri ile ilgilidir (Acar ve Rostel, 2001).
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Antibiyotik kullanimi1 3 sekilde 6nerilmektedir; birincisi hastaliklarin olugsmasini
onleyerek antibiyotiklerin terapotik kullanimina ihtiyag duyulmaz. Ikincisi,
hayvanlarda bir hastalik meydana gelirse antibiyotik kullanimi disinda hastaligi
hafifletmek veya Onlemek amagh yontemler disiiniilmelidir. Son olarak ise bir
hastalig1 6nlemek, kontrol altina almak ve tedavi etmek icin antibiyotik gerekliyse
once insan ve veteriner hekimlik i¢in daha az 6nemi olan antibiyotiklerin kullanimi
g6z oniinde bulundurulmalidir (World Health Organization, 2009).

Alternatif Uygulama: Veteriner veya diger profesyoneller tarafindan denetlenen

stirii ve diger saglik yonetimi programlari, hayvanlarin erken yaslarinda antibiyotik
kullanimina ihtiya¢ kalmadan bulasici hastalik salginlarini en aza indirmeye ¢alisir.
Bunun nedeni daha saglikli hayvanlar yetistirmek ve antibiyotik kullanmadan daha

saglikli hayvanlar elde etmektir (Rosen, 2003).

Hayvanlarda Bulasici Hastaliklarin Onlenmesi: Antibiyotik ihtiyacini azaltmak
icin hastalik olusumunun Oniine gecilmesi gerekir. Hayvansal gida iiretiminde
infeksiyonlar1 en aza indirgemek ve antibiyotik kullanim miktarlarini azaltmak i¢in
oncelik olarak hayvan sagligi iyilestirilmelidir. Boylece antibiyotik kullanimi
azaltilmis olur. Diger bir yontem ise ciftliklerdeki hijyen, biyogiivenlik ve saglik
yonetiminin iyilestirilmesi ve asilarin kullanilmasiyla hastaligin onlenebilmesidir.
Ayrica probiyotik ve prebiyotiklerde kullanilarak hastaliklar ~ 6nlenebilir
(Anonymous, 2006).

2.12.6. Coklu ilaca direnglilik (MDR)

Multi Drug Resistance (MDR) ‘’birden fazla antimikrobiyal ajana direngli’’
anlamma gelir, ancak MDR i¢in heniiz standart bir tanim tanimlanmamigtir. Gram
pozitif ve Gram negatif organizmalarda c¢oklu ilag direnci modellerini karakterize
etmek i¢in bir¢ok tanim kullanilmaktadir. Cesitli yazarlar organizmalar1t MDR olarak
karekterize etmek maksatiyla in vitro antibiyotik duyarlilik sonuglarma dayanarak
yorumlamaktadir (Cohen ve ark., 2008; Falagas ve ark., 2006; Kallen ve ark., 2010).
Gram pozitif (Cohen ve ark., 2008, Pillar ve ark., 2008; Seas ve ark., 2006) ve Gram
negatif (Falagas ve ark., 2006; Gould, 2008; Kallen ve ark., 2010) bakteriler igin en

sik kullanilan tanim 'li¢ veya daha fazla antimikrobiyal sinifa kars1 direnglidir'.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin toplanmasi

Yapilan bu tez calismasinda, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde koagulaz
negatif Stafilokoklarin tespiti amaci ile inek, koyun ve kegilerden Klinik mastitis
sikayeti olan hayvanlardan siit 6rnegi toplandi. Hayvan sahiplerinden hayvanlarin
gecmise yonelik anemnez bilgileri alindi ve antibiyotik kullanilmamis hayvanlardan
siitler toplandi. At ve kopeklerden ise hayvan sahiplerinden saglikli olduguna dair
gerekli anemnez bilgiler alindiktan sonra deri ve burun svaplar1 alinmustir.

Steril sartlarda alinan tiim 6rnekler soguk zincir altinda Yakin Dogu Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji teshis laboratuvarina getirilmesi saglanmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve antibiyotik diskleri

3.1.2.1. Besiyerleri

3.1.2.1.1. Kanh agar (Biomerux 43041)

Bilesim;

%35 koyun kani igeren agarlar ticari olarak Biomerieux firmasindan hazir olarak
kullanildi.

3.1.2.1.2. MacConkey agar (Merck 1.05465)

Bilesim;

Peptone frOM CASEIN.......c.oiuiiiiiiiieice e 17,09/1
Peptone frOM MEAL...........ooiiieieeee e 3,0g/1
NN =T PSSP 5,09/l
T (0= 10,09/
Bile SAIt MIXIUIE.....eeeieeeeeeie et e e e s errene s 1,5¢/1
NEULIAl FE......ei i e 0,03¢/I
CryStal VIOIET........oiiiieie s 0,001g/I
AGAIAGAN ...ttt 13,5¢/1
DISHHE SU. .. 1000ml

Toz halinde olan besiyeri 50,09/l olacak sekilde steril su igerisinde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basingta 15 dakika sterilize
edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda dokiimleri

gerceklesmistir.
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3.1.2.1.3. Eosin methylen blue (EMB) agar (Merck 1.01347)
Bilesim;

ST 01 (0] - OSSPSR 10,09/
KOHPO ..ottt 42,09/l
ST (0 1< S 5,0g/1
SUCTOSE. .. ettt ttee it ettt e e s te et et e et e e e st e s ae e te e s e e beesteeseesaeeteeneesbeenteaneenreenreenee e 5,09/1
EOSINY YEIHOWISH...c.viiiiiiiiie e 0,49/l
METhYIENE BIUE......c.oiiiiiiec e 0,07g/1
F AN I L= Vo T SRS 13,59/
DISTIE SU. .t 1000ml

Toz halinde olan besiyeri 36,09/l konsantrasyonda olacak sekilde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basingta 15 dakika sterilize

edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda ddkiimleri

gerceklesmistir.

3.1.2.1.4. Mueller hinton agar (Merck 1.05437)

Bilesim;

Y[ AT ) {01 o o TR 2,0g/1
Casein NYArolYSate. ........c.oiiiiiiiieee e 17,59/1
)7 (o1 1 ST 1,59/1
AAGAIAGAT ..t 13,09/1
DISTIE SU. .. 1000ml

Toz halinde olan besiyeri 34,09/l konsantrasyonda olacak sekilde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basincta 15 dakika sterilize
edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda dokiimleri

gerceklesmistir.
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3.1.2.1.5. Nutrient agar (Merck 1.05450)
Bilesim;

Peptone from MEaL...........c.coviiiiii e 5,09/1
1YL L) 1 - (o VRS 3,09/l
AGAIAGAT ...+t 12,09/l

DiStIle SU.....oiviitiiiiiii it sne e L000M
Toz halinde olan besiyeri 20,09/l konsantrasyonda olacak sekilde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basingta 15 dakika sterilize

edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda ddkiimleri

gerceklesmistir.

3.1.2.1.6. Tryptic soy broth (Merck 1.05459)

Bilesim;

Peptone from CaSEIN.........cccveiiiii e 17,09/1
Peptone from SOYMEAL........cccoiiiiiiiieic e 3,09/1
D(#) GIUCOSE. ...ttt 2,5¢/1
N L RSOOSR 5,09/
G 2 1= YOO 2,50/l

DISHIE SU...vinitiiie et 2000M1
Toz halinde olan besiyeri 30,09/ konsantrasyonda olacak sekilde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basingta 15 dakika sterilize
edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda dokiimleri

gerceklesmistir.
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3.1.2.1.7. DNase test agar (Merck 1.10449)

Bilesim;

B I 010 LTSS USROS 20,09/
I T L R 5,09/1
DeoXyriboNUCIEIC aCIA........cccviiieiiee e 2,09/1
o T L= Vo - T SRR 15,09/
DIStHE SU.....eiviiiiii . 1000M

Toz halinde olan besiyeri 42,09/l konsantrasyonda olacak sekilde Benmari
kazani igerisinde eritildi ve otoklavda 121 °C’de 1,1 atm basingta 15 dakika sterilize
edildi. Sogutulduktan sonra steril petri kaplarina, steril bir ortamda doékiimleri
gerceklesmistir.

3.1.2.1.8. Congo red agar (Oxoid, UK)

Congo red agar hazirlanmasi Freeman ve ark., (1989) tarafindan kullanilan
metod lizerine hazirlanmistir. Congo Red boyasi (Oxoid UK) 0.8g/800ml olacak
sekilde Benmari banyosunda ¢ozelti ¢ozdiiriildii. Ardindan otoklavda 121 °C’de
1,1 atm basingta 15 dakika sterilize edildi. Ayr1 bir ¢ozelti olarak Brain Heart
Infiizyon agar (LABO048-206057) 37g/800ml ve sucrose (Liofilchem-611801)
509/800ml olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanip, ayri bir sekilde otoklavlandi. Ayri
olarak hazirlanan Congo Red ¢ozeltisi, 55 °C’ye ulasan BHI (Brain Heart Infusion)
agar ve sucrose siispansiyonu igerisine karigtirildi. Steril bir ortamda petri kaplarina
dokiimleri gergeklestirildi.

3.1.2.2. Antibiyotik Diskler

“’Bioanalyse’’ adli ticari marka antibiyotik diskler kullanildi. Disk igerikleri
asagida liste halinde verilmistir;

Penicilin (P-10) Lot no: 150102C — 10 unit

Oxacilin (OX-1) Lot no: 150715F — 1pug

Sefoksitin (FOX -30) Lot no: 151127D — 30ug

Gentamisin (CN-30) Lot no: 1512091 — 30ug

Enrofloksasin (ENR-5) Lot no: 160429L — 5ug

Trimetoprim/Sulfametaksazol (SXT-25) Lot no: 151028B —25ug

Eritromisin (E-15) Lot no: 141128B — 15ug

Amoksisilin/Klavulanik asit (AMC-30) Lot no: 151207B — 30ug
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3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Inek, koyun ve kegiden meme de kizariklik, sislik, agr1 ve siit yapisinda
meydana gelen bozukluk gibi sikayet gosteren hayvanlardan Ornekler alindi.
Herhangi bir antibiyotik kullanilmamis olan hayvanlardan numuneler toplandi. Her
bir siit 6rnegi aseptik kosullarda alinirken, meme basindaki saprofit bakterileri
uzaklastirmak amaci ile ilk birka¢ ml siit 6n sagim yapilarak ayr1 bir kap i¢ine alindi.
Ardindan siitler steril siit numune kaplarina uygun bir sekilde sagim yapildi. Alinan
siitler soguk zincir altinda laboratuvara ulastirildiktan sonra -20 °C’de siitler
donduruldu.

At ve kopeklerden ise hayvan sahiplerinden infeksiyon gegirmemis, saglikli
olduguna dair anemnez bilgileri alinarak numuneler toplandi. Ornekler numune alma
kurallarina uygun bir sekilde burun i¢i ve kasik bolgesinden alinan svaplar, soguk
zincir altinda laboratuvara ulastiktan sonra ayni giin mikrobiyolojik ekimleri
gerceklestirildi.

3.2.2. Staphylococcus spp. izolasyonu

Laboratuvara getirilen siitler -20 °C’den ¢ikarilarak ¢ozdiiriilmek tizere disariya
alind1. Ardindan 4000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra kanl agar,
MacConkey ve EMB agara ekimleri gerceklestirildi.

Ay sekilde at ve kopekten alinan svap numuneleri ayni giin laboratuvara
ulastirildiktan sonra kanli agar, MacConkey ve EMB agara ekimleri ger¢eklestirildi.

Tiim numunelerin ekim islemi gerceklestikten sonra 37 °C’de 48 saat aerobik
ortamda etiive inkubasyona birakild1. Inkubasyon sonrasinda sekillenen koloniler ilk
once makroskobik olarak saf olup olmadig: incelendi. Saf olmayan kolonilere separe
ekimleri gerceklestirildi. Daha sonrasinda ise kolonilere Gram boyama uygulandi.
Gram pozitif kok olan suslar biyokimyasal testler uygulanmak iizere degerlendiril-
meye alind1.

3.2.2.1. Koagulaz negatif Stafiloklarin degerlendirilmesi

Elde edilen izolatlara biyokimyasal testlerden Kkatalaz ve koagulaz testleri
uygulandi. Koagulaz negatif Stafilokok olan suslar cins ve tiir bazinda degerlendiril-
mek {izere Vitek 2 Compact cihazina prosediirlere uygun bir sekilde sisteme

yiiklendi.
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Elde edilen sonuglara bakilarak identifiye edilen KNS suslarmma virulens
faktorlerinin varligini tespit etmek ilizere bazi testler uygulandi. Slime faktoriin
varligin1 belirlemek amaciyla Freeman ve ark., (1989) tarafindan gelistirilen Congo
Red agar da slime testi uygulandi. Diger bir patojenite faktorii olan DNase’in
varligini ortaya koymak amaciyla Dnase agar da test edildi.

3.2.2.1.1. Katalaz testi (Biomerieux)

Stafilokok tiirlerini, Streptokoklardan ayirmak amaciyla %3’likk hidrojen
peroksit kullanildi. Kanli agardan alinan bir 6ze dolusu saf koloniden lam {izerine
konuldu. Ardindan %3’liik hidrojen peroksit damlatilarak reaksiyon incelendi. Hava
kabarciklarinin olusumunda test pozitif olarak degerlendirilirken, kabarciklarin
olusmamasi negatif olarak degerlendirildi. Test sonucunda katalaz pozitif olan
Stafilokok siipheli izolatlar degerlendirilmeye alindu.

3.2.2.1.2. Koagulaz testi (Bactident coagulase-Merck)

Koagulaz enzimini tespit etmek amaciyla yapilan bir testtir. Lamda ve tiipde
koagulaz olmak tizere 2 sekilde degerlendirilmeye alinmustir.

Lamda yapilan testte lam iizerine alinan bir 6ze dolusu koloni ile birlikte
sulandirilmis tavsan plazmasindan eklenerek iyice karistirildi. Ug ile dort dakika
bekleme sonucunda kiimelesme meydana geliyorsa pozitif, eger higbir reaksiyon
vermiyorsa negatif olarak degerlendirildi. Calismada koagulaz negatif olan suslar
degerlendirilmeye alind1.

Tiipde yapilan testlerde tavsan plazmasi serum fizyolojik ile sulandirilidiktan
sonra tiipler igerisine bir miktar 6ze alinarak homojenize edildi. Ardindan etiivde
inkubasyona birakildi. Yirmi dort saatlik inkubasyon sonucunda tiiplerin dibinde
pitht1 olusturanlar pozitif, olusturmayanlar ise negatif olarak degerlendirildi.
Calismada negatif olan suslar degerlendirilmeye alindi.

3.2.2.1.3. Vitek 2 Compact Sistem (BioMerieux, France)

Islemler cihazin prosediir ilkelerine dayanarak uygulamalar yapildi. Cihaza
yiiklenecek olan suslar saf ve 24 saatlik taze kiiltiirler kullanilmistir. Mikrobiyolojik
ekimler %5 koyun kanli agara yapildiktan sonra 24-48 saat 37 °C’de etiivde
bekletildi. Olusan koloniler makroskobik olarak incelendikten sonra Gram
boyamalar1 gergeklestirildi. Gram boyama sonucunda Gram pozitif kok bakteriler

degerlendirilmeye alindi.
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Degerlendirilmeye alinan bakterilere katalaz ve koagulaz gibi biyokimyasal
testler uygulandi. Test sonucunda katalaz pozitif ve koagulaz negatif olan bakteriler
cihaza yiiklenmek iizere ayrildi.

Bakteriyel siispansiyonlar, cihazin kendisine 6zel solusyonu olan %0,45 tuzlu su
icinde homojenize edilerek 0,5 McFarland standart degerine getirildi. Ardindan GP
kartlar cihazin kasetlerine yerlestirilerek sisteme yiiklendi.

3.2.2.1.4. Congo red agar

Freeman ve ark., (1989) tarafindan gelistirilen sisteme bagl kalarak Congo red
agarlar hazirlandi. Vitek 2 compact cihazindan elde ettigimiz verilere bagli kalarak
cins ve tiir bazinda identifikasyonu gerceklestirilen KNS tiirlerine, virulens faktor
olan slime maddesinin varligi arastirilmak tizere besiyerlerine ekimleri gergek-
lestirldi. Inkubasyondan sonra koloniler degerlendirilmeye alindi. Merkezi siyah
renkli olan koloniler slime pozitif olarak degerlendirilirken, pembe renkli koloniler
negatif olarak degerlendirildi. Sekil 1’de slime testinin Congo Red agarda
degerlendirilmesi gosterilmistir.

Sekil 1: Slime testinin Congo Red Agar’da Degerlendirilmesi

Pozitif
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3.2.2.1.5. DNase test

Elde edilen KNS izolatlarina DNase enziminin varligini ortaya koymak igin
koloniler hazirlanmis olan DNase agarlara ¢izgi seklinde ekimleri gergeklestirildi.
Inkubasyon periyodu sonunda besiyerleri etiivden disariya c¢ikarildi. Ardindan
kolonilerin {istiinii kaplayacak sekilde tizerlerine 1 mol hidroklorik asit ilave edildi.
Ekim hatt1 etrafinda olusan zon bolgeleri degerlendirilmeye alindi. Gozle goriilen
hemolizli zon alanlar DNase enziminin var oldugunu gosterirken, hicbir sekilde zon
olusmamis olanlar negatif olarak degerlendirildi. Sekil 2’de Dnase testinin

degerlendirilmesi gosterilmistir.

Sekil 2: Dnase testinin Dnase Agar’da Degerlendirilmesi
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3.2.3. Antibiyogram

Elde edilen KNS suslar1 ilk dnce Nutrient agara pasajlar1 yapilarak koloniler
canlandirildi. Ardindan Tryptic Soy broth’a koloniler siispanse edilerek 24 saatlik
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda sivi besiyerinde iireyen bakteriler
belirli bir yogunluga ulagsmaktadir. Bu yogunluk 0,5 MacFarland degerine gelecek
sekilde siispansiyonlar hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlar Miieller-Hinton agar
icerisine 0,2 ml olacak seklide siispanse edildi ve Drigalski spatiilii ile besiyerinin
etrafina yayildi. Antibiyotik emdirilmis diskler 2 cm aralikli olacak sekilde yerles-
tirildi. Etiivde 24 saatlik inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda diskler
etrafinda olusan zon alanlar1 6lgiilerek, CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) standartlarina goére duyarlilik bakimindan degerlendirildi. Sekil 3’de

antibiyogramin degerlendirilmesi gosterilmistir.

Sekil 3: Antibiyogramin Degerlendirilmesi
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’inde koagulaz negatif Stafilokok-
larin varliginin arastirtlmasi amactyla klinik mastitis stipheli 50’ser adet inek, koyun
ve kegi'den toplamda 150 siit 6rnegi toplanmistir. Ayrica 50’ser adet at ve kopekten
KNS’lerin deri tastyiciligini belirlemek amaci ile burun ve kasik bolgesinden svaplar
alinmigtir. Toplam 350 6rnekleme yapilarak Yakin Dogu Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Koagulaz negatif Stafilokok yoniinden
incelenmistir. izolatlar klasik bakteriyolojik yontemlerle cins, Vitek 2 compact cihazi
(Biomerieux) ile de tiir bazinda identifiye edilmistir. Viriilens faktorlerinin varligi
Congo Red Agar ve Dnase Agarda, ve Kirby-Bauer disk diflizyon metodu ile
antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.

4.1. Izolasyon ve Identifikasyon Bulgular1

Incelenmek iizere 50 hayvandan alinan inek siitii 5rneginden 12 adet (%24) KNS
olarak izole edilmistir. Bu 12 adet KNS’den 2 adet (%16,6) S. simulans, 2 adet
(%16,6) S. capitis, 4 adet (%33,3) S. chromogenes ve 4 adet (%33,3) S. epidermidis
olarak izole edilmistir. izole edilen KNS tiirleri ve oranlar1 ayrica Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4: izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri ve Oranlar1 (Inek)

Hayvan Numune Izole edilen Izolasyon Yiizde

Tiiri Tiiri Koagulaz Negatif Sayisi Oram
Stafilokok tiirleri (Adet) (%)

Inek (50) Siit S. chromogenes 4 %33,3

S. epidermidis 4 %33,3

S. simulans 2 %16,6

S. capitis 2 %16,6

Toplam 50 12 %24

42




Incelenmek iizere 50 hayvandan alinan koyun siitii drneginden 6 adet (%12)
KNS olarak izole edilmistir. Bu 6 adet KNS’den 6’sida (%100) S. chromogenes

olarak izole edilmistir. izole edilen KNS tiirleri ve oranlar1 ayrica Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 5: izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri ve Oranlar1 (Koyun)

Hayvan Numune | Izole edilen Koagulaz Izolasyon Yiizde

Tiiri Tiiri Negatif Stafilokok Sayisi Oram
tiirleri (Adet) (%)

Koyun (50) Siit S. chromogenes 6 %2100
Toplam 50 6 %12

Incelenmek iizere 50 hayvandan alinan kegi siitii 5rneginden 8 adet (%16) KNS

olarak izole edilmistir. izole edilen 8 sustan 2 adet (%25) S. caprae, 2 adet (%25)

S. epidermidis ve 4 adet (%50) S. chromogenes olarak belirlenmistir. Izole edilen

KNS tiirleri ve oranlar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri ve Oranlar1 (Kegi)

Hayvan Numune | Izole edilen Koagulaz Izolasyon Yiizde
Tiirii Tiirii Negatif Stafilokok Sayisi Oram
tiirleri (Adet) (%)
Kegi (50) Siit S. chromogenes 4 %50
S. epidermidis 2 %25
S. caprae 2 %25
Toplam 50 8 %16

Incelenmek {izere 50 adet atdan burun ve kasik bolgesinden svap &rnekleri

alindi. Burundan alinan svap Orneklerinden toplamda 10 adet (%20), kasik

bolgesinden alinan svap orneklerinden ise 18 adet (%36) KNS izole edildi. Toplamda
100 adet olan svap orneklerinden 28 adet (%28) KNS olarak izole edilmistir.
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Burundan izole edilen 10 sustan 3 adet (%30) S. sciuri, 3 adet (%30) S. xylosus
ve 4 adet (%40) S. arlettaee olarak belirlenirken, kasik bolgesinden izole edilen 18
sustan 2 adet (%11,11) S. arlettae, 2 adet S. xylosus (%11,11), 3 adet (%16,66)
S. capitis, 4 adet (%22,2) S. haemolyticus ve 7 adet (%38,8) S. chromogenes olarak

belirlenmistir. izole edilen KNS tiirleri ve oranlar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri ve Oranlar1 (At)

Hayvan Numune Izole edilen Koagulaz Izolasyon Yiizde
Tiirii Tiirii Negatif Stafilokok Sayis1 Oram
Tiirleri (Adet) (%)
At (50) Burun svabi S. arlettae 4 (%40)
S. xylosus 3 (%30)
S. sciuri 3 (%30)
Toplam 50 10 (%20)
Kasik svabi S. chromogenes 7 (%38,8)
S. haemolyticus 4 (%22,2)
S. capitis 3 (%16,6)
S. arlettae 2 (%11,1)
S. xylosus 2 (%11,1)
Toplam 50 18 (%36)
Genel 100 28 %28
Toplam
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Incelenmek iizere 50 adet kopekten burun ve kasik bolgesinden svap drnekleri
alindi. Burundan aliman svap orneklerinden toplamda 8 adet (%16), kasik
bolgesinden alinan svap orneklerinden ise 15 adet (%30) KNS izole edildi. Toplamda
100 adet olan svap orneklerinden 23 adet (%23) KNS izole edilmistir.

Burundan izole edilen 8 adet sustan 6 adet (%75) S. sciuri, 2 adet (%25)
S. xylosus olarak belirlenirken, kasik bolgesinden izole edilen 15 sustan 1 adet
(%6,66) S. hominis subsp. hominis, 1 adet (%6,66) S. lentus, 2 adet (%13,33)
S. epidermidis, 2 adet (%13,33) S. capitis, 4 adet (%26,66) S. xylosus ve 5 adet
(%33,33) S. chromogenes olarak belirlenmistir. izole edilen KNS tiirleri ve oranlart

Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: izole Edilen Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri ve Oranlar1 (Kopek)

Hayvan Numune Tiirii | Izole edilen Koagulaz | izolasyon | Yiizde
Tiirii Negatif Stafilokok Sayis1 Oram
Tiirleri (Adet) (%)
Kopek (50) Burun svabi S. sciuri 6 %75
S. xylosus 2 %25
Toplam 50 8 %16
Kasik svabi S. chromogenes 5 %33,33
S. xylosus 4 %26,66
S. epidermidis 2 %13,33
S. capitis 2 %13,33
S. hominis subsp. hominis 1 %06,66
S. lentus 1 %6,66
Toplam 50 15 %30
Genel 100 23 %23
Toplam
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Tez calismasi sonunda 250 hayvandan numune toplandi. 250 hayvandan alinan
toplam 350 numuneden 77 adet (%22) koagulaz negatif Stafilokok olarak izole
edilmistir. Bu 77 adet KNS izolatlatindan tiir dagilimina ¢okdan aza dogru siralama
yapalicak olunursa 26 adet (%33,76) S. chromogenes, 11 adet (%14,28) S. xylosus,
9 adet (%11,68) S. sciuri, 8 adet (%10,39) S. epidermidis, 7 adet (%9,09) S. capitis,
6 adet (%7,79) S. arlettae, 4 adet (%5,19) S. haemolyticus, 2 adet (%2,59)
S. simulans, 2 adet (%2,59) S. caprae, 1 adet (%1,29) S. lentus ve 1 adet (%1,29)
S. hominis subsp. hominis olarak izole edilmistir. Genel olarak bakteri tiirlerine gore
dagilimlart Tablo 9°da, Sekil 1 ve 2’de ise detayli bir sekilde veri dagilimlart

gosterilmigtir.

Tablo 9: Hayvan Tiirlerinden Izole Edilen KNS Tiirlerinin Dagilim1

Hayvan Tiirii Inek Koyun Keci At Kopek Toers i
(Siit) (Siit) (Siit) (Svap) (Svap) N=350
N=50 N=50 N=50 N=100 N=100
% n % n % n % n % n %
S. chromogenes 4 | 52 6 7,8 4 52 | 7191 | 5| 52 |26 | 337
S. xylosus 5165|678 |11]|143
= S. sciuri 31396 | 789|117
é S. epidermidis 4 | 52 - - 2 2,6 2126|8104
= 'S capitis 2126 - | - | - | - [3[39 226791
§ S. arlettae - - - - - - | 6178 6 | 78
= e
=2S. haemolyticus | - - - - - 4 | 52 | - - 4 | 52
=
&= | S. simulans 2 | 2,6 2 | 26
%)
.E S. caprae - - - 2 | 26 2 | 26
S. lentus - - - - - - - - 1113|113
S. hominis _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1,3 1 1,3
subsp. hominis
Toplam KNS Sayis1 | 12 | 156 | 6 7,8 8 |10,4 |28 |36,4 | 23| 28,6 | 77
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Sekil 4: Izole Edilen KNS Tiirlerinin Dagilimi

S.simulans—_S. caprae S, lentus ,~S- hominis subsp.
3% 3% 1% hominis
. N 1%
S. haemolyticus

5%
S. arlettae
8% >

KNS Tiirlerinin Dagilimi

Sekil 5: Hayvan Tiirlerine Gore Izole Edilen KNS Sayisi

Hayvan Tiirlerine Gore izole Edilen KNS Sayisi

50
45
40
35
30
25
20
15
10

inek Koyun Kegi At Kopek

r Numune Sayis1

B izole KNS Sayisi
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4.2. DNase Testi Sonuclari

Saptanan KNS izolatlarina uygulanan DNase testi sonuglar1 genel olarak Tablo

10°da ve KNS tiirlerine gére dagilimi Sekil 3’de sunulmustur.

Inek siitlerinden izole edilen 12 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda
5 adet (%41,66) DNase pozitif bulunmustur.

Koyun siitlerinden izole edilen 6 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda
2 adet (%33,33) DNase pozitif bulunmustur.

Kegi siitlerinden izole edilen 8 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda

7 adet (%87,5) DNase pozitif bulunmustur.

Atlardan toplanan burun ve kasik bdlgesinden alinan svaplar sonucunda elde
edilen 28 adet KNS susunda 6 adet (%21,43) DNase pozitif bulunmustur.

Kopeklerden toplanan burun ve kasik bolgesinden alinan svaplar sonucunda
elde edilen 23 adet KNS susunda 14 adet (%60,86) DNase pozitif bulunmustur.

Tablo 10: izole Edilen KNS’lere Uygulanan DNase Testi Sonuglar

Hayvan | Numune Tiirii | Izole Edilen | DNase Pozitif Sus | DNase Yiizde
Tiirii KNS sayis1 (Adet) Oram
(%)
Inek Siit 12 5 %41,66
Koyun Siit 6 2 %33,33
Keci Siit 8 7 %87,5
At Bl{run :Kamk 28 5 %621.43
bolgesi svap
Kopek Bl{run :Kas1k 93 14 960,86
bolgesi svap
Toplam:
77 34 %44,16
250 hayvan 330 °
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Sekil 6: KNS Tiirlerine Gére DNase Varliginin Dagilimi

KNS Tiirlerindeki DNase Varhg:

Izolat Sayis

e o
09‘0 \ef\‘\)
L 5

s [zolat Say1st

Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri m DNAse Pozitif

4.3. Slime Test (Congo Red Agar) Sonuglari
Saptanan KNS izolatlarina uygulanan Slime testi sonuglar1 genel olarak Tablo

11°de ve grafikteki dagilimi Sekil 4’de sunulmustur.

Inek siitlerinden izole edilen 12 adet KNS susuna uygulanan test sonucunda 5

adedi (%41,66) pozitif bulunmustur.
Koyun siitlerinden izole edilen 6 adet KNS susuna uygulanan test sonucunda 2

adedi (%33,33) pozitif bulunmustur.
Kegi siitlerinden izole edilen 8 adet KNS susuna uygulanan test sonucunda 3

adedi (%37,5) pozitif bulunmustur.
Atlardan toplanan burun ve kasik bolgesinden alinan svaplar ile elde edilen 28
adet KNS susuna uygulanan test sonucunda 8 adedi (%28,57) pozitif bulunmustur.
Kopeklerden toplanan burun ve kasik bolgesinden alinan svaplar ile elde edilen

23 adet KNS susunda slime test sonucunda 9 adet (%39,13) pozitif bulunmustur.
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Tablo 11: izole Edilen KNS’lere Uygulanan Slime Testi Sonuglari

Hayvan Numune Izole Edilen | Slime Pozitif Sus | Slime Yiizde
Tiiri Tiiri KNS sayisi (Adet) Oram (%)

Inek Siit 12 5 %41,66

Koyun Siit 6 2 %33,33

Kegci Siit 8 3 %37,5

At Bu“run :KaSlk 28 8 962857
bolgesi svap

Kopek Bu“run :KaSlk 23 9 939,13
bolgesi svap

Toplam: 7

250 hayvan 350 7 27 %35,06

Sekil 7: KNS Tiirlerine Gore Slime Varliginin Dagilimi

KNS Tiirlerine Gore Slime Varh@inin Dagilim
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4.4. Antibiyogram Sonuclar1

Izolasyon ve identifikasyonu gergeklesen tiim KNS suslarma Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemiyle antibiyogram yapilmistir. izole edilen KNS’lerde MRKNS
oraninin saptanmast Tablo 12°de verilmistir. Izolatlarin genel olarak antibiyotiklere
olan direngliliklerin dagilimlart Sekil 5, 6 ve 7’de veriler detayli bir sekilde
verilmeye c¢aligilmistir

Inek siitlerinden izole edilen 12 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda
7 adet (%58,33) metisiline direngli KNS susu olarak saptanmustir.

Koyun siitlerinden izole edilen 6 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda
4 adet (%66,66) metisiline direngli KNS susu olara saptanmastir.

Kegi siitlerinden izole edilen 8 adet KNS susunda uygulanan test sonucunda
8’ide (%100) metisiline direngli KNS susu olarak saptanmustir.

Atlardan toplanan burun ve kasik bolgesinden alinan svaplar sonucunda elde
edilen 28 adet KNS susunda 25 adet (%89,28) metisiline direngli KNS susu olarak
saptanmuistir.

Kopeklerden toplanan burun ve kasik bolgesinden alinan svaplar sonucunda
elde edilen 23 adet KNS susunda 21 adet (%91,30) metisiline direngli KNS susu

olarak saptanmustir.

Tablo 12: Izole Edilen KNS’lerde MRKNS Oraninin Saptanmasi

Hayvan | Numune Tiirii | izole Edilen | Metisiline Direncli MRKNS

Tiiru KNS sayis1 KNS Yiizde Oram
(MRKNS) (%)
Inek Siit 12 7 %058,33
Koyun Siit 6 4 %66,66
Keci Siit 8 8 %100
At Burun -Kasik 28 o5 989,28

bolgesi svap

Kopek Burun -Kasik

. 23 21 %91,30
bolgesi svap
Toplam:
250 350 77 65 %84,41
hayvan
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Sekil 8: MRKNS’nin Hayvan Tiirlerine Gére Dagilim1

izole Edilen KNS'lerin MRKNS'ye gore Hayvan Tiirlerine Dagilimi
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7. KNS 12 6 8 28 23
B MRKNS 7 4 8 25 21

Sekil 9: KNS’lerin Tiirler aras1 Metisiline Olan Direnglilikleri

KNS'lerin Tiirler Aras1 Metisiline Olan Direnclilikleri

Direnglilik Sayisi

6\\0\ r.izolat Sayisi

0
o = MRKNS

Koagulaz Negatif Stafilokok Tiirleri
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Sekil 10: Hayvan Tiirlerine Gére KNS Sayis1 ve Metisiline Olan Direnglilikleri

Hayvan Tiirlerine Gore izole Edilen
KNS Sayis1 ve Metisiline Olan Direnclilikleri

s ||
——

At Kopek

Fl

Numune Sayist
fzole KNS Sayist
MRKNS Say1

Tablo 13: KNS ve MRKNS izolatlarmin Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

KNS MRKNS
Antibiyotikler* . Yiizde** . Yiizde**
1zolat (nIN) 1zolat (IN)
Amoksisilin/Klavulanik Asit 36 46,7  (36/77) 36 55,4 (36/65)
Trimetoprim/Sulfametaksazol 31 40,2 (3U77) 30 46,1 (30/65)
Penisilin 23 29,8 (23/77) 21 32,3 (21/65)
Eritromisin 10 12,9 (10/77) 8 12,3 (8/65)
Enrofloksasin 2 26 (277) 1 15 (1/65)

Gentamisin

* Oksasilin ve Sefoksitin haricinde

** n: direngli izolat sayis1, N: test edilen izolat sayis1
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Sekil 11: Tiirler Aras1 Coklu Ilaca Direnglilik (MDR)

N w
o o

=
o

izolat Sayisi

KNS Tiirleri

W izolat Sayisi
# MDR Direnglilik Sayisi

Sekil 12: Inek Siitlerindeki izolatlarm Antibiyotik Direnglilik Durumu
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Sekil 13: Koyun Siitlerindeki Izolatlarin Antibiyotik Direnglilik Durumu
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Sekil 14: Keci Siitlerindeki izolatlarin Antibiyotik Direnclilik Durumu
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Sekil 15: Atlardan Alinan Svaplarin Antibiyotik Direnglilik Durumu
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Sekil 16: Kopeklerden Alinan Svaplarin Antibiyotik Direnglilik Durumu
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5. TARTISMA ve SONUC

Stafilokoklar, Micrococcaecae familyasi igerisinde yer almaktadir (Archer,
1990). Klinik caligmalarda dnceleri saprofit ve degersiz kontaminantlar olarak kabul
edilen koagulaz negatif Stafilokoklar, son 30 yil igerisinde ¢ok onemli infeksiyon
etkeni olarak kabul edilmektedirler (Patrick, 1990).

Koagulaz negatif Stafilokoklar, ¢ogu laboratuvarlar tarafindan deri ve mukoza
florasinda en sik bulunan tiir olan S. epidermidis olarak rapor edilmekteydi (Akan ve
ark., 1992; Bal ve ark., 1983). Gilinimiizde Koagulaz negatif Stafilokoklarin
patojenitesinin anlasilmasi, ¢esitli c¢alismalarda S. haemolyticus, S. hominis,
S. warneri gibi tiirlerin infeksiyon etkeni olarak bildirilmesi (Akan ve ark., 1992;
Voss ve ark., 1994) tiirler arasinda gozlenen farkli antibiyotik paternleri ve direngli
suslarin artmasi1 Koagulaz negatif Stafilokoklarin tiplendirilmesinin epidemiyolojik
ve klinik agilardan gerekliligini ortaya koymaktadir (Auwera ve ark.,1990; Devriese
ve ark., 1994; Kurt ve ark., 1992).

Giintimiizde Koagulaz negatif Stafilokoklarin uzun siiredir zararsiz, kommensal
veya kontaminant bakteriler olarak degerlendirilmelerine karsin insanlarda patojenik
etkilerinin oldugu cesitli infeksiyonlara sebep oldugu bildirilmektedir. Koagulaz
negatif Stafilokoklarin ayni zamanda hayvanlarda da hastalik olusturdugu, infekte
inek ve ke¢i meme bezlerinden izole edilebildigi vurgulanmaktadir. Ayrica mastitis
vakalarinda ikinci derece patojen olarak kabul edilmekle birlikte akut mastitise de
sebep olmaktadir (Bedidi-Madani ve ark., 1998; Honkannen ve ark., 1994; Rampone
ve ark., 1993).

Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde KNS’lerin varligi yoniinde yapilan tek bir
arastirma mevcuttur. Darbaz ve ark., (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 138
adet ¢iftlikten siit tanklarindan almis olduklari siit numunelerinden %22,7 oraninda
KNS izole etmis ve bu izolasyon sadece cins bazinda gergeklesmistir. Bulunan bu
oranla birlikte ¢alismamizin sonucunda bulunan deger arasinda bir paralellik varken,
caligmamiz1 gelistirip tiir bazinda identifikasyonlar gergeklestirildi, viriilens ve

antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmistir.
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Calismamizda 250 hayvandan alinan toplam 350 numuneden 77 adet (%22)
KNS izole edilmistir. izole edilen KNS tiirlerinin dagilimlari ¢okdan aza dogru
siralama yapacak olursak 26 adedi (%33,76) S. chromogenes, 11 adedi (%14,28)
S. xylosus, 9 adedi (%11,68) S. sciuri, 8 adedi (%10,39) S. epidermidis, 7 adedi
(%9,09) S. capitis, 6 adedi (%7,79) S. arlettae, 4 adedi (%5,19) S. haemolyticus,
2 adedi (%2,59) S. simulans, 2 adedi (%2,59) S. caprae, 1 adedi (%1,29) S. lentus ve
1 adet (%1,29) S. hominis subsp. hominis olarak izole edilmistir.

Boynukara ve ark., (2007) insan kaynakli klinik 6rneklerden toplamda 65 adet
KNS saptamislardir. En yiiksek %16,7 oraninda S. hominis izole ederken, S.
chromogens izole etmemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 77 adet KNS izolatinin
%33,76’lik kismmi S. chromogenes olustururken, en diisiik %1,29 oraninda
S. hominis izole edilmistir.

Klimien¢ ve ark., (2015) 267 saglikli atdan toplamis olduklari burun savabi
ornekelerinden %35 oraninda KNS saptamiglardir. Bu izolatlarin en biiyliik paym
%14,3 oram olmak iizere S. lentus olarak saptamislardir. Bizim ¢alismamiza
bakildigi zaman toplanan, burun svap Orneklerinde S. lentus izole edilmemistir.
Izolatlarinda %40°Iik kismma da S. arlettae olusturmaktadir. Klimiene ve ark.’nin
yaptigi ¢aligma bizim ¢alismamizda bulunan oranla uyusmamaktadir.

Chah ve ark., (2014) 109 saglikli kopegin kasik bolgesinden topladiklari svap
orneklerinden 16 adet (%14,7) MRKNS susu saptamislardir. Bu c¢alismada ise
kopeklerden alinan 50 svap orneginden 14 adet (%28) MRKNS saptanmustir.

Mastitis; sagmal hayvanlarda siit miktarinin azalmasi ve bilesiminin degismesi
ile karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir. Gerek iilkemizde gerekse diger
ilkelerde siit sigir1 yetistiriciliginde yol actig1 ekonomik kayiplarla 6nemli bir sorun
olan mastitisler, sagaltimi ve eradikasyonu gii¢, kompleks bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir.  Subklinik  mastitis ise hayvanlar klinik olarak belirti
gostermeksizin, yapilan California Mastitis Testi’nde (CMT) siit kaplarina alinan stit
orneklerine uygulanan reajantlarin reaksiyona girerek, belli kivamda meydana gelen
jelatinimsi olusuma bagli olarak, siitiin bilesenindeki total bakteri yogunlugu olarak
degerlendirilir (Arda ve ark., 1992). Bu ¢alismamizda sadece Klinik mastitis belirtisi

gosteren hayvanlardan numuneler toplanmastir.
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Stafilokokal mastitisler konusunda yapilan yogun arastirmalar son yillarda
KNS’lerin 6nemini epidemiyolojik olarak ortaya koymus ve bu tiirlerin de cesitli
infeksiyonlara neden oldugunu ve siitten en fazla izole edilen mikroorganizmalar
oldugunu gostermistir (Gemmell, 1986). Brezilya’da siit 6rneklerinden ve g¢esitli
meme dokularindan yapilan bir bakteriyolojik yoklamada, KNS suslarinin en fazla
oranda izole edildigi (%35,7) ve bunu KPS’lerin izledigi (%12,2) bildirilmektedir
(Benites ve ark., 2003).

Bu ¢alismada 50 inek siitiinden 12 adet (%24) KNS izole edilmistir. Yapilan bir
aragtirmada Erganis ve ark., (1995) inek siitlerinden izole ettikleri KNS izolasyon
oranint %50,9 olarak bulmustur. Bu farklilik cografik bolgeler arasindaki ve
identifikasyonda kullanilan yontem farkliliklarindan kaynaklanabilir.

Ozdemir, (2005) yaptig1 bir mastitis ¢alismasinda 448 siit drneginden 103’
(%38,5) KNS olarak ve en fazla %46,6 oraninda S. epidermidis susunu izole
etmisglerdir. Bizim ¢alismamiza gore izole edilen KNS izolatindan daha yiiksektir.
Ancak S. chromogenes hig izole edilmemis iken, kendi ¢alismamizda ise en fazla
izole edilen tiir olarak saptanmuigtir.

Polonya’da Malinowski ve ark., (1992) ineklerde klinik mastitis olgular {izerinde
yapmis olduklar1 ¢alismada, S. epidermidis'i %29,2 oraninda izole ve identifiye
edilmistir. Bu c¢alismamizda ise %33,33 oraninda ilk sirada S. chromogenes ve
S. epidermidis yer almaktadir.

Kirkan ve ark., (2005) Aydin boélgesinde yaptiklar: aragtirmada 300 adet
mastitisli inek siit orneginden 60 adet KNS izole etmisler ve bunun %15°1ik kisminda
S. epidermidis rol oynarken, c¢alismamizda elde ettigimiz S. epidermidis suslar
Kirkan ve ark.’na gére daha fazla izole edilerek, %33,33 olarak en yiiksek siray1 yer
almaktadir.

Bedidi-Madani ve ark., (1998) Fransa’daki keci siitlerinden 165 KNS izole
etmislerdir. Izolatlardan 91°i S. caprae, 36’s1 S. xylosus, 11°i S. simulans, 10’u
S. warneri, 4’i S. chromogenes, 3°i S. capitis, 3’ S. gallinarum, 2’si S. cohnii, 1’
S. epidermidis, 1’i S. hominis, 1’1 S. lugdunensis izole etmislerdir. Bizim arastir-
mamiza gore kiyaslama yaparsak keci siitlerinden izole edilen S. chromogenes’in
bulunma sikligindan diisiik oldugu tespit edilirken, S. caprae’nin ise sonuglarimizdan

yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Patojenite kriteri olarak adlandirilan virulens faktorleri mikroorganizmalarin
hastalik olusturma yeteneklerini ortaya ¢ikarmaktadir. Son zamanlarda yapilan KNS
tiirlerinde de benzer aktiviteler saptanmis olup, slime tiretimi ve DNase dikkati
¢ekmektedir (Honkannen ve ark., 1994).

Insan ve hayvanlardan izole edilen Staphylococcus’lar in vivo veya in vitro
olarak iiretildiklerinde bulunduklar1 ortama enzim karakterinde DNase olarak
adlandirilan bir metabolit salgilar (Janda, 1986). Patojenik ve apatojenik Stafilokok-
larin ayrimi1 i¢in DNase testinden de yararlanilmaktadir (Gibbs ve ark., 1978).

Arastirmamizda 77 KNS izolatinda yapilan DNase testinin sonuglarina gore 77
KNS izolatinin 34’1 (%44,16) DNase pozitif, 43’1 (%55,84) DNase negatif olarak
saptanmistir.

Bedidi-Madani ve ark., (1998) Fransa’da iki ¢iftlikten topladiklar1 kegi
stitlerinden izole ettikleri 165 KNS’den 109’unu (%66) DNase pozitif olarak tespit
etmiglerdir. Calismamizda KNS’lerde saptanan DNase oram1 %44,16 olmasi,
Bedidi ve ark. tarafindan yapilan ¢calismadan daha diistik oldugu gézlenmistir.

Dolayisiyla gerek insan gerek hayvan kaynakli KNS’ler ile kontamine siit ve siit
tiriinleri, besin endiistrisi agisindan oldugu kadar toplum saglig1 acisindan da problem
teskil etmektedirler. Bu oranlar; hayvanlardan, siit isleyicilerinin florasindan ya da
¢evreden olan kontaminasyonlarin bir sonucu olarak degerlendirilebilir. Ancak ne
yazik ki siit¢iiliikle ugrasan kisilerde Stafilokok kolonizasyon taramasi yapilmiyor
(Jay, 1986)

Slime maddesi bir ekzopolisakkarit yapida olup bakterilerin bazi yiizeylerde
kolonizasyonuna ve tedavisi gii¢ infeksiyonlara sebep olmaktadir. Bazi KNS
suslarinin, slime olarak tanimlanan bir ekzopolisakkariti sentezleyebildigi belirtil-
mektedir. Mikroorganizmay1 konagin savunma sisteminden korudugu ig¢in, slime
tretimi 6nemli bir virlilens faktorii olarak distiniilmekte ve %40 karbonhidrat,
%27 protein yapisinda olan slime faktoriiniin saptanmasi, KNS‘lerin patojenitelerinin
belirlenmesinde 6nemli bir kriter olarak kabul edilmektedir. Slime faktor KNS’leri
fagositozdan ve kemotaksisden korumakla birlikte nétrofil infiltrasyonu ve lenfosit
aktivitesini azaltarak bakteriye virulens Ozellik kazandirmaktadir (Watts ve ark.,

1990).
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Calismamizda 77 KNS izolatinda yapilan slime testinin sonuglarina goére 77
KNS izolatanin 27’si (%35,06) slime pozitif, 50’si (%64,09) slime negatif olarak
bulunmustur.

Boynukara ve ark., (2007), izole etmis olduklar1 65 KNS’den %60 oranin da
slime pozitif sus saptarken, kendi ¢alismamizda ise 77 KNS’den %35,06 oraninda
slime pozitif sug bulundu. Calismamiza gore Boynukara ve ark. tarafindan yapilan
calismada bulunan pozitiflik orani, kendi calismamizdan daha yiliksek oranda
saptamiglardir.

Alag6z ve ark., (2006) 6n blefariti olan hastalardan 21 KNS susu saptamiglar ve
bunlardan 15’inin (%71,4) slime pozitif oldugunu saptamislardir.

Celik ve ark., (2005) hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen 50 KNS
susunun %54’linii slime pozitif bulmuslardir.

Alagéz ve ark.’nin slime pozitiflik orani ile Celik ve ark.’nin yaptiklari slime
testinin pozitif sonuglart bizim buldugumuz degerden daha yiiksektir.

Keskin ve ark., (2003) mastitisli ineklerin siitlerinden izole ettikleri 60 KNS
susunun %60’1n1 slime pozitif bulmuslardir. Saptamis olduklar1 slime pozitif orani,
calisma sonucglarimizdan daha yiiksektir.

Bedidi-Madini ve ark., (1998) yaptiklari ¢aligmada keg¢i siitlerinden izole 165
KNS susunun 70’i (%42) slime pozitif olarak bulunmustur. Caligma sonucunda
saptamis olduklar1 slime pozitiflik yiizdesi, ¢alisma sonug¢larimiza gore bulunan
slime pozitiflik yiizdesine gore yiiksek bulunmustur.

Sea ve Kruze, (1995) slime faktor ile ilgili yaptiklart bir ¢aligmada mastitis
izolatt olan 190 KNS’nin %10,5’inde slime {iretimini belirlemiglerdir. Saptamis
olduklar1 oran, ¢alismamiz sonucunda ¢ikan orandan daha diisik oldugu
goriilmektedir.

Koagulaz negatif Stafilokoklarda antibiyotiklere diren¢ gelisimi meydana
gelmesiyle birlikte tedavi giigliiklerine ve eradikasyon agisindan problem olustur-
maktadir (Auwera ve ark., 1990; Kotilainen ve ark., 1990; Younger ve ark., 1987).
Penisilinlerin kullanilmaya baslanildigi yillarda S. epidermidis suslarinin %801
penisiline duyarliyken, 1940’lardan sonra bu diren¢ giderek artmig, bugiin i¢in

%85-90 oranlarina ulagsmistir (Ludlam ve ark., 1989).
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Ulusoy ve ark., (1995) yilinda ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettigi Koagulaz
negatif Stafilokok suslarinda penisilin direncini %79,9 olarak, Kurt ve ark., (1992)
ise %64 olarak bildirmislerdir. Calismamizda ise penisilin direnci %29,8 olarak
saptanmistir.

Bu ¢alismada metisilin direngliligi yliksek oranda %65 ¢ikmustir. Virdis ve ark.,
(2010) tarafindan yapilan c¢alismada ise metisilin direnglilik %41 oraninda
saptamiglardir. Calismalar karsilastirildiginda ¢alismamizdan elde edilen metisilin
direncli suslar yliksek oranda bulunmustur.

Chah ve ark., (2014) 109 saglikli kopegin kasik bolgesinden topladiklart svap
orneklerinden 16 adet (%14,7) MRKNS susu saptamiglardir. Bu g¢alismada ise
kopeklerden alinan 50 svap 6rneginden 14 adet (%28) MRKNS olarak bulunmustur.

Bu calismada sonug¢ olarak Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde Koagulaz
negatif Stafilokoklarin mevcut durumu ve prevalansi ortaya konulmustur. Daha 6nce
sadece cins bazinda bulunan ¢alismaya ilaveten, bizim ¢alismamizla tiir bazinda
idendifikasyonlar gergeklestirildi. Viriilens faktdrlerin varligi saptandi. Izolatlarin
antibiyotik direnglilik profilleri belirlenmis oldu. Antibiyotiklere direngli KNS,
ozellikle de MRKNS saptanmasinin, sagaltim se¢eneklerini azaltmasindan dolay:
hem veteriner hekimlik hem de veteriner halk saglig1 yoniinden 6nemli oldugu ve bu
etkenlerin daha dikkatli degerlendirilmeleri gerektigi sonucuna vartlmistir. Bu veriler
dogrultusunda, Koagulaz negatif Stafilokoklarin izolasyon ve identifikasyon metot-
larmin rutin teshise yerlestirilmesi, metisilin direngliliklerinin arastirilmast ve

antibiyotik duyarlilik testlerinin yayginlastirilmasinin gerekliligi savunulmaktadir.
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EKLER
EK:1
AYDINLATILMIS ONAM FORMU
IMZALAMADAN ONCE LUTFEN DIKKATLiCE OKUYUNUZ!

Ben Prof. Dr. Omer Memduh ESENDAL ve calisma arkadaslarim Ars. Gor.
Halit SUKUR, Yakin Dogu Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde Kuzey Kibris Tiirk
Cumbhuriyeti'ndeki Cesitli Hayvansal Kaynaklardan Izole Edilen Koagulaz Negatif
Stafilokok'larin Karakterizasyonu ve Ozelliklerinin Arastirilmasi’na yonelik bir
arastirmaya baslamak istiyoruz.  Bu calismanin amaci Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyeti’nde klinik veya subklinik inek, koyun ve keg¢i mastitis olgularinda ve
ayrica saglikli ve deri yarast bulunan kopek ve atlarda CNS varligi arastirilacaktir.
Arastirma sonucunda izolatlarin antibiyotik diren¢ profillerinin ve ¢esitli virulens
Ozelliklerinin belirlenmesi yaninda CNS’lerin bugline kadar goéz ardi edilen
prevalansinin ortaya ¢ikarilmasit amaclanmaktadir. Gergeklestirmek istedigimiz

caligmaya sahibi oldugunuz inek/koyun/keci/kdpek/at ile katiliminizi istiyoruz.

Arastirmamiza katiliminiz arastirmanin bundan sonraki uygulamalarin basar1 sansini
artirmak ag¢isindan énemlidir.

Bu arastirmada;

Klinik ve subklinik mastitis siipheli 50'ser adet inek, koyun ve kegi'den siit
Ornegi toplanacaktir. Siit 6rnekleri meme loblarinda kizariklik, 1s1 artis, sigkinlik ve
sertlesme gibi klinik mastitis belirtisi gosteren hayvanlardan direkt olarak, klinik
belirti gdstermeyen hayvanlardan da California Mastitis Test (CMT) sonuglarina
gore subklinik mastitis yoniinden pozitif bulunan meme loblarindan alinacaktir.
Numuneler Yakin Dogu Universitesi Veteriner Fakiiltesi Havva Hanim Egitim-
Ogretim Arastirma ve Uygulama Ciftligi ile birlikte Giizelyurt, Magusa ve Lefkosa

ilgelerinde bulunan 6zel ¢iftliklerdeki hayvanlardan toplanacaktir.
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Sagliklt kopeklerin deri ve burunlarindan ve ayrica saptanmast durumunda
yiizeysel yaralarindan olmak tizere toplam 75 kopekten 6rnek alinacaktir. Bu amagla
basta Yakin Dogu Universitesi Hayvan Hastanesi olmak iizere yine Giizelyurt,
Magusa ve Lefkosa il¢elerinde bulunan 6zel kliniklere getirilen sahipli kopeklerden
yararlanilacaktir.

Benzer sekilde saglikli atlarin deri ve burunlarinda ve bulunmasi halinde
yiizeysel yaralarindan olmak {izere toplam 25 At'dan da 6rnek alinacaktir. Bu amagcla
basta Yakin Dogu Universitesi Arapkdy At Ciftligi ve 6zel ciftliklerdeki atlardan
yararlanilacaktir.

Ciftliklerden ve Veteriner kliniklerinden aseptik kosullarda toplanan &rnekler
soguk zincir altinda Yakin Dogu Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez Arastirma
ve Mikrobiyoloji Laboratuvarina ulastirilacak ve analizlerine ayni giin baslanacaktir.
Bu amacla, Koagulaz Negatif Stafilokoklar’in K.K.T.C genelindeki inek, koyun ve
kecilerde mastitis infeksiyonlarindaki rolii ile birlikte, kopek ve atlarda deri ve yara
infeksiyonlarina katilim oranlari ortaya koyulacaktir. Ayrica bu 6rneklere antibiyotik
duyarhilik testleri (Antibiyogram) de uygulanacaktir. Boylece duyarli antibiyotik
secimi ve buna yonelik dogru tedavi protokollerinin uygulanmasi saglanacaktir.

Aragtirmacilar, yukarida belirtilen projenin amacini, proje ile ilgili tiim
uygulama prosediiriinii, projeden dogabilecek olasi tiim yararlar1 ve zararlari, diger
tim segenekleri, projeden elde edilecek verilerin egitim amagli olarak
kullanilabilecegini ve bilimsel makale olarak yayimlanabilecegini, ayrica gerekli
gordiigim hallerde caligmadan c¢ekilebilecegimi, eger hayvanimin tedavisi s6z
konusu ise deneyden ¢ekilmem halinde tedaviye devam edilecegini, detayli olarak
tarafima bildirmislerdir. Calismanin kapsamina giren konularda gerekli tedavi ve
bakim ic¢in herhangi bir iicret 6demeyecegim. Sahibi oldugum hayvanlarin denek
olarak kullanilmalar1 karsiligi herhangi bir iicret talep etmeyecegim. Caligmanin

kapsami disindaki tedavi ve bakim giderleri tarafimdan 6denecektir.
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Asagida imzasi  bulunan  Ben............iiiiiniiineene, sahibi  oldugum
...................... adresteki mekanimda yetistirmekte oldugum ...................... tiiriinden,
.. rkinda, ........... yasta/yaglarda ................ cinsiyetinde .................. adet
hayvanimin/hayvanlarimin yukarida adi1 gegen arastirmacilara ait Kuzey Kibris Tiirk
Cumbhuriyeti'ndeki Cesitli Hayvansal Kaynaklardan izole Edilen Koagulaz Negatif
Stafilokok'larin Karakterizasyonu ve Ozelliklerinin Arastirilmasi konulu arastirmaya

kendi rizam ile dahil edilmesini uygun gordiigiimii kabul ederim.

Hayvan/hayvanlar Sahibinin:

ADI SOYADI: iMZA.: TARIH:

Sorumlu Arastirmaci:

ADI SOYADI: Halit SUKUR IMZA: TARIH:
Tamk:
ADI SOYADI: IMZA: TARIH:
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