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Insan ve sigir kékenli Staphylococcus aureus izolatlarinin fenotipik ve
genotipik ozelliklerinin arastirilmasi
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Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, Kirikkale.

Ozet: Bu calisma, Staphylococcus aureus izolatlarinin (46 mastitisli inek siitii, 35 inek meme bast derisi, 3 inek burun, 3
bakict el ve 9 bakici burun siiriintii 6rneginden) E-test metoduyla cesitli antibiyotiklere kars:t duyarlilik profilleri ile plazmid ve
Pulsed Field Gel Elektroforez (PFGE) analizleriyle genotipik ozelliklerini belirlemek amaciyla yapildi. E-test sonuglarina gére, S.
aureus izolatlariin penisilin G, tetrasiklin, eritromisin, oksasilin ve enrofloksasin direngleri sirastyla %85.4 (82), %39.6 (38), %5.2
(5), %3.1 (3) ve %1.0 (1) olarak belirlendi. Plazmid analizleri ile 9 farkli tipte plazmid profili belirlendi. Analizleri yapilan izolatlarin
87 (%90.6) tanesinde 1.8-19 kb arasinda degisen biiyiikliikte on farkli plazmid belirlendi ve izolatlarin 9 tanesinde (%9.4) plazmid
saptanamadi. PFGE tiplendirme verilerine gore S. aureus izolatlar1 genetik yakinlik bakimindan 42 farkli paterne ve 13 ana gruba (A,
B,C,D,E F, G, H 1 I K, L M) aynld. Izolatlarin % 58.3%ii (56 adet) A pulsotipinde gruplandirildi. Sonug olarak plazmid
analizleri ve PFGE verilerine gore, Kirikkale ve ¢evresindeki siit sigircig1 isletmelerinde mastitislerden sorumlu yaygin bir S. aureus
klonunun var oldugu gériildii.

Anahtar sdzciikler: Antibiyotik direnci, MiK, PFGE, plazmid analizi, Staphylococcus aureus

Phenotypic and genotypic features of Staphylococcus aureus strains isolated from cattle and humans

Summary: The aim of this study was to determine susceptibility patterns of S. aureus strains (46 were isolated from bovine
milk samples with mastitis, 35 from bovine teat skins, 3 from bovine noses, 3 from caretaker hands and 3 from caretaker noses) to
various antibiotics by E-tets and was to define genotypic characteristics of these isolates by plasmid and Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) analyses. According to E-test results, the percentages of S. aureus isolates resistant to penicilin G,
tetracycline, erythromycin, oxacilline and enrofloxacin were found to be 85.4% (82), 39.6% (38), 5.2% (5), 3.1% (3) and 1.0% (1),
respectively. Nine different types were determined in the plasmid analyses of the isolates. In 87 (90.6%) of the isolates, 10 different
types of plasmids with the sizes between 1.8 -19 kb were determined while no plasmid was detected from the 9 (9.4%) of the isolates.
Genetic relationships among S. aureus isolates were performed using PFGE method and 42 distinct PFGE patterns were identified.
Strains were assigned as 13 major lineage groups (A, B, C, D, E, F, G, H, 1, J, K, L, M) with respect to the genetic relationships.
58.3% (56 samples) of strains were clustered as pulsotype A. In conclusion, according to plasmid analysis and PFGE data, a clone of
S. aureus was broadly detected in dairy farms in Kirikkale province.

Key words: Antibiotic resistance, MIC, PFGE, plasmid analyses, Staphylococcus aureus.

bir slire sonra mikroorganizmanin diren¢ kazandigi iyi
bilinmektedir. S. aureus suslar1 arasinda metisilin direnci
son birkag yilda hizla artmistir (12).

Giris
Staphylococcus aureus izolatlarmin en Onemli
habitat1 insanlarda burun mukozasi ve hayvanlarda

deridir. S. aureus hayvanlarda mastitis, artritis, otitis,
epidermitis ve iriner sistem enfeksiyonlart gibi enfeksi-
yonlara neden olurken insanlarda hastane enfeksiyonlari,
gida zehirlenmeleri, osteomyelitis, poliartritis, endokarditis,
toksik sok sendromu, folikiilitis, konjunktivitis, idrar
yollar1  enfeksiyonlari, pndémoni, haglanmis deri
sendromu (scalded skin syndrome, SSS) gibi ¢ok sayida
enfeksiyona neden olmaktadirlar (16, 19, 23).

Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisinde stafilokok
tiirleri arasindaki direng yayginligi 6nemli bir sorundur.
Yeni antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kisa

Staphylococcus aureus’un ¢ok sayida susu vardir.
Epidemiyolojik arastirmalarla etkenlerin alt tiplendirme-
leri (klonal yakinliklarinin) yapilmakta ve bir patojenin
dogadaki yayilma yollar1 ve kaynaklar1 tam olarak
belirlenerek etkili kontrol ve eradikasyon stratejileri
gelistirilebilmektedir (8). Tiplendirme, mikroorganizma-
larin karakteristik ozelliklerini tespit etmeye dayanan
fenotipik metotlar ile mikroorganizmalarin kromozomal
ve ektrakromozomal genetik elementlerinin analizine
dayanan genotipik metotlarla yapilmaktadir (3).

* Birinci yazarm doktora tezinden ozetlenmistir. Proje, TUBITAK (TOVAG 105 O 100) ve Kirikkale Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Birimi (2005/12) tarafindan desteklenmistir.
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Fenotipik metotlar, biyotiplendirme, antimikrobiyal
direng testleri, serotiplendirme, faj tipi ya da bakteriyosin
tipi, elektroforetik protein tiplendirme olarak siralanabilir
(3, 8).

Antibiyotik diren¢ profil analizi (antibiyogram),
laboratuarlarda en ¢ok kullanilan, ucuz, uygulanmasi
kolay, hizli ve ekonomik bir metottur. Fakat ayirim giicii
yeterli degildir (9).

Genotipik tiplendirme metotlari, plazmid profil
analizleri, kromozomal DNA nin restriksiyon endoniikleaz
analizi, Restriction Fragment Length Polymorphism-
PCR (RFLP-PCR), Random Amplification of Polymorphic
DNA (RAPD-PCR) ve Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) olarak siralanabilir. Bu tekniklerin herbirinin
aymm giicili, tekrarlanabilirlik ve tiplendirilebilirlikle-
rine gore avantajlart ve dezavantajlari vardir (5, 18).

Plazmid profil analizi epidemiyolojik ¢aliymalarda
DNA’ya dayali yapilan ilk tiplendirme metotlarindan
biridir. Izolatlarn tasidiklar1 plazmid sayis1 ve biiyiik-
likleri belirlenerek suslar birbirinden ayrilabilmektedir
(3). Bu analiz, hizli ve tekrarlanabilirlik 6zelliklerine
sahiptir. Ayrica plazmid analizinde pek ¢ok sus
calisilabilmektedir (13). Ancak plazmidlerin bakteriler
tarafindan kolaylikla kaybedilmesi veya kazanilmasi ve
her izolatin plazmid tagimamasi gibi nedenlerle bazi
izolatlar tiplendirilememektedir (9).

Pulsed-Field Gel Electrophoresis teknigi (PFGE)
ayirim giicii yiiksek, tekrarlanabilirligi olan, giivenilir bir
metottur. Bu nedenle giiniimiizde molekiiler tiplendirme
yontemleri iginde “altin standart” olarak kabul edilmek-
tedir (14, 26).

Bu ¢alismanin amaci, siit sigircilig1 isletmelerindeki
mastitisli ineklerin siitlerinden, memebas1 derilerinden ve
inek bakicilarindan izole ve identifiye edilen S. aureus
izolatlarmm  fenotipik ve  genotipik  6zelliklerini
arastirmaktir.

Materyal ve Metot

Kirikkale {li ve ¢evresinde bulunan 20 siit sigircilig
isletmesi Nisan 2005 - Ocak 2006 tarihleri arasinda
ziyaret edildi. Degisik 1tk ve yaslarda laktasyonun gesitli
donemlerinde bulunan 109 sagmal inegin burun mukoza-
larindan, meme bas1 derilerinden ve bu isletmelerde
bulunan 21 hayvan bakicisinin el ve burunlarindan
stiriintii 6rnekleri alindi. Ayrica deri ve burun siiriintii
ornekleri alman ineklerden siit Ornekleri de alindi
Laboratuara getirilen 6rneklerin Staphylococcus Medium
110 agara ve Kanli agara (% 5 Koyun kanli) ekimleri
yapildi. Gram pozitif, katalaz pozitif, tavsan plazmasi ile
yapilan tiip koagiilaz pozitif, mannitoliin anaerobik
kullanimu pozitif olan koklar S. aureus olarak tanimlandi.

Izolatlarin metisiline direncini tespit etmek icin E-
test metodundan oOnce Disk Difiizyon yontemi ve
Oksasilin tarama plaklart kullanildi. Stafilokoklar, NaCl

(%4 w/v; 0,68 mol/L) ve 6 pg oksasilin/ml igeren
Mueller-Hinton agara inokule edildi ve 37 °C de 24 saat
inkiibe edildi. Ekim alaninda bir koloninin bile {iremis
olmasi, test edilen bakteri susunun oksasiline direngli
oldugunu gostermektedir (7).

Penisilin G, sefalotin, eritromisin, gentamisin,
enrofloksasin, tetrasiklin, trimetoprim-sulfametoksazol,
rifampin, oksasilin, vankomisin, linezolid antibiyotikleri-
nin E- test stripleri (AB-Biodisk- Sweden) ile Klinik
Laboratuar Standartlar ~ Enstitiisii’niin (Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI)) kriterleri dikkate
alinarak yapildi. Test kontrolii olarak S. aureus ATCC
29213 susu kullanildt.

Izole edilen 96 adet S. aureus izolatmin plazmid
analizi yapildi. Plazmid DNA izolasyonu Sener ve ark.
(21) gore yapildi. Plazmidler %0,8’lik agarozda 90 voltta
3 saat elektroforeze tabi tutuldu. Plazmidlerin ortalama
agirhgmi  belirlemede 2067-16210 bp’lik  marker
kullanildi. En az bir farkli plazmid tasiyan izolatlar farkli
bir tip olarak tanimlandi.

Staphylococcus aureus (96 adet) izolatlarinin PFGE
ile analizleri Lencastre ve ark. (15) gore gerceklestirildi.
Her bir izolatin %S5 koyun kanl agarda {iiremis
kolonilerinden, bir koloni segilerek ‘’Tripticase Soy
Broth” (TSB) igerisinde bir gece 37°C’de aerobik
atmosferde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 6000 rpm
hizda 10 dakika santrifiij edilen tiiplerdeki iist stv1 atildi.
Kalan bakteri peleti {izerine 1 ml PIV ¢ozeltisi (10mM
TRIS pH 8,0, 1M NaCl) eklendi. Karisimdan 1ml
alinarak steril ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra
10.000 rpm hizda 10 dak santrifiij edildi ve {ist s1v1 atildi.
Peletin tizerine 200 pl PIV ¢ozeltisi eklendi. Karigimdan
100 pl alinarak igerisinde %?2’lik Light Melting Agaroz
bulunan steril bir ependorf tiipe aktarildi. Bakterili PIV
cozeltisi ile Light Melting Agaroz karisimidan 20ul’ ye
ayarlanmis otomatik pipet yardimiyla parafin kapli cam
iizerinde her 6rnek i¢in 8-10 DNA diski hazirlandi.
Diskler Iml EC lizis (IM Tris, 0,5 M EDTA, 29,2 gr
Sodyum kloriir, 1 gr Sodyum deoksikolat, 2,5 gr Sodyum
laurilsarkozin, 10 mg/ml RNase A, 20 mg/ml Lizozim,1
mg/ml Lizostafin) ¢ozeltisi iceren tiiplere steril tek
kullammlik 6ze yardimiyla aktarildi ve 1 gece 37°C’de
bekletildi. Siire sonunda EC lizis ¢6zeltisi dokiildii ve 1
ml ESP (0,5 M EDTA, | gr Sodyum laurilsarkozin,
50mg Proteinaz K) ¢ozeltisi eklendi ve tiipler 56 °C’de 1
gece bekletildi. Sonra 1X TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM
EDTA pH 8) buffer ile DNA diskleri 5 kez yikandi.
Yikama isleminden sonra DNA disklerine 2 ml 1XTE
buffer eklendi ve kesim islemine kadar 4°C’de bekletildi.
DNA igeren agaroz plaklart her biri 15 U Smal enzimi
iceren 45 pl restriksiyon sivisi ile 37°C’de 1 gece inkiibe
edilerek hiicresel DNA’nin CCC-GGG bdlgelerinden
kesilmesi saglandi. Agaroza yiiklenen oOrnekler Gene
Navigator Pharmacia (Isveg)’da DNA’lar 12 saat
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elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez isleminden sonra
1pg/ml etidiyum bromid iceren jelin boyanmasi saglandi.
Olusan bantlar, UV 11k altinda GelDoc goriintiileme
sistemi (GelDoc/BioRad/ABD) yardimiyla bilgisayar
ortamina aktarildi. Bantlarn aynilik oranlart X-L-STAT
(2, 19) programinda Dice korelasyon Kkatsayisi
kullanilarak karsilastirild.

Bulgular

E-test sonuglarina gore 96 adet S. aureus izolatinin
penisilin direnci %85.4 (82 adet) tetrasiklin direnci
9%39.6 (38), eritromisin direnci %5.2 (5) oksasilin direnci
%3.1 (3), enrofloksasin direnci %1.0 (1) olarak
belirlendi. Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus
suslarinin (46 adet) penisilin direnci %80.4, tetrasiklin
direnci %26.1, eritromisin direnci %4.3 olarak belirlenir-
ken; gentamisin, enrofloksasin, rifampin, trimetoprim-
sulfametaksazol, oksasilin, vankomisin, sefalotin ve
linezolide tim izolatlar duyarli bulundu. Meme basi
derisi ve burun siiriintli 6rneklerinden izole edilen 38 S.
aureus izolatinin penisilin direnci %86.8 ve tetrasiklin
direnci %50.0 olarak belirlenirken incelenen diger
antibiyotiklere tiim izolatlar duyarl olarak tespit edildi.

Inek bakicilarmin el ve burun siiriintii 6rneklerinden
izole edilen 12 adet S.aureus susunun penisilin,
tetrasiklin, eritromisin, enrofloksasin ve oksasilin direnci
sirastyla %100.0, %58.3, %25.0, %8.3, %?25.0 olarak
belirlenirken diger antibiyotiklere tiim izolatlar duyarl
bulundu.

Staphylococcus aureus izolatlarmm (96) plazmid
profil analizleri sonucunda 9 farkli tipte plazmid profili
gozlendi. Analizleri yapilan izolatlarm 87 (%90.6)
tanesinde 1.8 kb, 2 kb, 3kb, 5 kb, 7 kb, 8 kb, 10 kb, 12
kb, 16 kb ve 19 kb’lik on farkli biiyiikliikte plazmid
belirlendi ve izolatlarinin 9 tanesinde (%9,4) plazmid
saptanamadi. Plazmid paternleri P1 (Patern 1), P2,..., P9
olarak ifade edildi. Izolatlarin plazmid paternleri ve
tasidiklar1 plazmitler Tablo1’de verilmistir.

Calismada 96 S. aureus izolatinin timii PFGE
metotu ile tiplendirildi. Izolatlarin kromozomal DNA’s1
Smal enzimi ile kesildiginde 50-550kb arasinda degisen
molekiiler agirliklarda 9-16 adet bant bulunan 42 farkli
patern tanimlandi. Elde edilen PFGE sonuglarma gore S.
aureus izolatlar1 13 ana gruba (A, B, C, D, E, F,G, H, 1,
J, K,L, M) ve 33 alt gruba ayrildi. Sekil 1° de, S.aureus
izolatlarinin Smal enzimi ile kesilmis PFGE pulsotipleri
goriilmektedir.

Izolatlar genetik iliskilerine gére %95, %90 ve %80
oranlarinda benzerlikle sirasiyla 36, 14, 12 pulsotipe
ayrildi (Sekil 2). Izolatlarin %58.3’{iniin (56 adet) A,
%16.7’sinin (16) B, %5.2’sinin (5) C, %5.2’sinin G, %
3.I’inin (3) D, % 2.1’inin (2) E, 2.1’inin (2) L, 2.1’inin
2)M, % 1.0’min (1) F, % 1.0’min (1) H, % 1.0’1mn1n (1)
I, % 1.0’min (1) J ve % 1.0’mm (1) K grubunda yer
aldig1 saptandi.

Sekil 1. S.aureus izolatlarinin Smal enzimi ile kesilmis PFGE
pulsotipleri.

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 21, 24 A
klonundaki, 14, 15 ve 23’de ise B klonundaki siit kokenli
izolatlarin makrorestriksiyon goriintiileri yer almaktadir.

Figure 1. PFGE pulsotypes of S.aureus isolates restricted by
Smal enzyme.

Macrorestriction genomic profiles of isolates originated from
milk are shown in lanes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
16,17, 18,19, 21, 24 in A clone, 14, 15 and 23 in B clone.
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Sekil 2. S. aureus izolatlarinin olusturdugu gruplara ait dendogram
Figiire 2. Dendogram analysis of S. aureus isolates
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Tablo 1. S. aureus izolatlarinin, antibiyotik direng dzellikleri, plazmid profilleri ve pulsotipleri
Table 1. Resistance to antibiotics, pulsotypes and plasmid characteristics of S. aureus isolates

Izolat izolatmn izole edildigi yer ~ Pulsotip Patern  Plazmid sayis1 Biiyiikliik AAntlb.l.yOtlkv.
no direng 6zelligi
1 Deri 12¢-01 Sd A-07 P9 - - -
2 Deri 07¢-05 Sd K Pl 1 12 kb -
3 Deri 12¢-01 Sd B-05 Pl 1 12 kb -
4 Siit 04¢-06 Ss A-10 P1 1 12 kb -
5 Siit 04¢-07 Ss A-14 Pl 1 12 kb -
6 Siit 17¢-01 Ss M P1 1 12 kb -
7 Deri 20¢-09 Sd G-03 Pl 1 12 kb -
8 Burun 15¢-01 Sb B-02 P2 2 5 kb,10 kb -
9 Siit 12¢-02 Ss A-13 P3 3 5 kb, 12 kb, 19 kb -
10 Siit 12¢-02 Ss A-12 P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb -
11 Siit 17¢-01 Ss F P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb -
12 Siit 07¢-07 Ss A-11 P9 - - P
13 Siit 05¢-20 Ss A-06 P9 - - P
14 Deri 20¢-06 Sd A-01 P9 - - P
15 Siit 20¢-06 Ss A-11 P9 - - P
16 Siit 20¢-06 Ss B-04 P9 - - P
17 Deri 20¢-09 Sd G-03 P9 - - P
18 Siit 01¢-02 Ss A-14 Pl 1 12 kb P
19 Siit 01¢-02 Ss G-04 Pl 1 12 kb P
20 Siit 01¢-07 Ss A-01 Pl 1 12 kb P
21 Siit 01¢-07 Ss A-07 P1 1 12 kb P
22 Siit 01¢-07 Ss A-09 P1 1 12 kb P
23 Deri 01¢-07 Sd I Pl 1 12 kb P
24 Siit 01¢-07 Ss B-02 Pl 1 12 kb P
25 Siit 01¢-10 Ss A-03 Pl 1 12 kb P
26 Siit 01¢-10 Ss A-09 Pl 1 12 kb P
27 Siit 02¢-12 Ss A-14 Pl 1 12 kb P
28 Siit 06¢-27 Ss B-04 Pl 1 12 kb P
29 Deri 07¢-01 Sd A-01 Pl 1 12 kb P
30 Siit 10¢-02 Ss A-09 P1 1 12 kb P
31 Bakic1 17¢-Bb B-03 P1 1 12 kb P
32 Bakici 17¢-Bb H P1 1 12 kb P
33 Deri 13¢-01 Sd G-02 Pl 1 12 kb P
34 Siit 04¢-01 Ss A-18 Pl 1 12 kb P
35 Siit 16¢-01 Ss A-11 Pl 1 12 kb P
36 Siit 16¢-02 Ss A-09 Pl 1 12 kb P
37 Siit 16¢-03 Ss E-02 P1 1 12 kb P
38 Siit 17¢-01 Ss B-02 P1 1 12 kb P
39 Deri 20¢-06 Sd A-15 Pl 1 12 kb P
40 Siit 20¢-06 Ss A-13 Pl 1 12 kb P
41 Deri 20¢-06 Sd A-15 Pl 1 12 kb P
42 Deri 20¢-05 Sd A-15 P2 2 5 kb,10 kb P
43 Siit 20¢-05 Ss A-02 P2 2 5 kb,10 kb P
44 Siit 20¢-06 Ss A-13 P2 2 5 kb,10 kb P
45 Bakici 15¢-Bb D PS5 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
46 Deri 20¢-06 Sd A-08 PS5 3 7 kb, 8 kb, 12 kb P
47 Siit 04¢-01 Ss B-01 P8 4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P
48 Deri 20¢-05 Sd A-01 P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb P
49 Siit 20¢-05 Ss A-19 P7 4 7 kb, 8 kb, 12 kb, 19 kb P
50 Bakici15¢-Be D P3 3 5kb, 12 kb, 19 kb P,E
51 Siit 05¢-11 Ss A-02 P9 - - P, T
52 Deri 16¢-01 Sd L-01 Pl 1 12 kb P, T
53 Bakict 12¢-Bb L-02 Pl 1 12 kb P, T
54 Deri 20¢-07 Sd A-15 Pl 1 12 kb P,T
55 Deri 16¢-01 Sd B-04 P2 2 5 kb,10 kb P,T
56 Deri 07¢-03 Sd C P3 3 5kb,12 kb, 19 kb P, T
57 Bakici 15¢-Bb D P1 1 12 kb P,T,E
58 Bakici 11¢- Be E-01 P1 1 12 kb P, T, Ox
59 Bakici 11¢- Bb J Pl 1 12 kb P, T,E, Ox
60 Siit 05¢-17 Ss A-17 Pl 1 12 kb ,E
61 Bakic1 10¢-Bb G-01 P9 - - P, E, Enr, Ox
62 Siit 07-06 Ss A-13 P1 1 12 kb P,T
63 Deri 07¢-09 Sd C P1 1 12 kb P,T
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64 Deri 10¢-02 Sd B-06 P1
65 Deri 10¢-02 Sd M P1
66 Deri 06¢-08 Sd A-13 P1
67 Deri 06¢-08 Sd A-13 P1
68 Deri 11¢-02 Sd B-05 P1
69 Deri 07¢-10 Sd A-20 P2
70 Deri 07¢-10 Sd A-20 P2
71 Bakici 10¢-Be B-03 P2
72 Deri 10¢-01 Sd A-02 P2
73 Deri 10¢-03 Sd A-02 P2
74 Stit 10¢-03 Ss A-04 P2
75 Deri 10¢-04 Sd A-01 P2
76 Siit 10¢-04 Ss A-05 P2
77 Burun 10¢-05 Sb A-01 P2
78 Deri 11¢-01 Sd A-07 P2
79 Siit 11¢-04 Ss A-05 P2
80 Siit 15¢-01 Ss B-04 P6
81 Siit 15¢-01 Ss B-04 P6
82 Stit 02¢-17 Ss A-06 P4
83 Deri 07¢-10 Sd A-16 P3
84 Burun 07¢-10 Sb C P3
85 Deri 10¢-01 Sd A-02 P3
86 Deri 10¢-02 Sd A-02 P3
87 Siit 20¢-08 Ss A-06 P3
88 Bakic1 07¢-Bb C P3
89 Stit 03¢-01 Ss A-06 P8
90 Deri 10¢-02 Sd B-06 P8
91 Stit 10¢-06 Ss A-02 P1
92 Bakic1 07¢-Bb C P1
93 Deri 10¢-01 Sd B-04 P2
94 Siit 02¢-14 Ss A-03 Pl
95 Siit 02¢-01 Ss A-03 Pl
96 Stit 02¢-17 Ss A-06 P4

1 12 kb P, T
1 12 kb P, T
1 12 kb P, T
1 12 kb P, T
1 12 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P,T
2 5kb, 10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P, T
2 5kb,10 kb P,T
2 5kb,10 kb P, T
2 3 kb, 10 kb P, T
2 3 kb, 10 kb P, T
3 1,8 kb, 2 kb, 10 kb P, T
3 5kb,12 kb, 19 kb P, T
3 5kb,12 kb, 19 kb P, T
3 5kb,12 kb, 19 kb P,T
3 5kb, 12 kb, 19 kb P, T
3 5kb, 12 kb, 19 kb P, T
3 5kb,12kb,19 kb P, T
4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P, T
4 3 kb, 8 kb, 12 kb, 16 kb P, T
1 12 kb P,T,E
1 12 kb P,T,E
2 5kb, 10 kb ,

1 12 kb T
1 12 kb T
3 1,8 kb, 2 kb, 10 kb T,E

P: penisilin, T: tetrasiklin, E: eritromisin, Ox: oksasilin, Enr: enrofloksasilin 01¢-02 Ss: Birinci ¢iftlik, ikinci sigir siit, 01¢-07 Sd:
Birinci ¢iftlik, yedinci sigir deri, 07¢-10 Sb: Yedinci ¢iftlik, onuncu sigir burun, 10¢-Bb: Onuncu ¢iftlik, bakici burun, 15¢-Be:

Onbesinci ¢iftlik, bakici el.

Mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. aureus
izolatlar1 6 ana gruba ve 23 farkli pulsotipe ayrildi. A
pulsotipi 10 igletmede de belirlenen yaygin bir S. aureus
klonu olarak saptandi. inek meme basi derisi ve inek
burun kokenli izolatlar (38) 19 farkli pulsotipe, bakicilar-
dan elde edilen S. aureus izolatlar1 ise (12) 8 farkli
pulsotipe ayrildi. B pulsotipi 4 isletmede belirlenirken, E,
F, G ve M pulsotipleri yalnizca bir isletmede saptandi.
Ayrica bir isletmede en fazla dort farkli pulsotip
belirlendi. Bir igletmede {i¢ farkli pulsotip, iki isletmede
iki farkli pulsotip ve yedi isletmede ise bir pulsotip
belirlendi.

Siit sigirciligr isletmelerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinin ¢ogunlugunun (%58.3) A grubunda yer
aldig1 belirlendi. Ayrica A pulsotipinde gruplandirilan
izolatlar 12 farkli isletmeden izole edildi.

Caligmada incelenen 96 S.
antibiyotik direng oOzellikleri, plazmid profilleri ve
pulsotipleri Tablo 1°de verilmistir.

aureus izolatinin,

Tartisma ve Sonuc¢
Stafilokoklar, hayvanlarda ve insanlarda 6nemli
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar ve son yillarda

MRSA’larin izolasyonunda meydana gelen artiglar,
stafilokok enfeksiyonlarinin ve antibiyotiklere karsi
mikroorganizmalardaki diren¢ gelisiminin kontrolii igin
etkili stratejiler gelistirmek geregini ortaya c¢ikarmistir.
Bu nedenle, S. aureus epidemiyolojisinin, patogenezinin
ve popiilasyon genetiginin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Arda ve Istanbulluoglu (4), 60 S. aureus izolatmin
penisiline %75, eritromisine %50, tetrasikline %70,
gentamisine %60 oranlarinda direncgli olduklarini tespit
etmiglerdir. Hadimli ve ark. (10), yaptiklari bir caligmada
107 stafilokok susunun penisilin direncini % 61,7 olarak
bildirmislerdir. Aydin ve ark. (6) Kars ilinde yaptiklar
calismada S. aureus izolatlarinda penisilin direnci %82,
tetrasiklin direnci %67, enrofloksasin direnci %10 olarak
bildirmislerdir. Sunulan bu c¢alismada ise izolatlarin
penisilin direnci % 80.4 (37), tetrasiklin direnci %26.1
(12), eritromisin direnci % 4.3(2) olarak belirlenirken
diger antibiyotiklere diren¢ belirlenmedi.
direnciyle ilgili deger diger caligmalara benzerlik
gosterirken, diger antibiyotiklere kars1 bu ¢alismada elde
edilen direng diizeyleri iilkemizde bu antibiyotikler icin
bildirilenlerden daha disiik olmustur. Bu durumun
Kirikkale ve ¢evresindeki yetistiricilik uygulamalarindaki

Penisilin
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farkliliklardan (6rnegin ineklerde daha az antibiyotik
kullanimu, isletmelerin kiigiik olmas1 gibi) kaynaklandigi
diisiiniilmektedir.

Vintov ve ark. (25) dokuz Avrupa filkesi ve
ABD’de mastitisli inek siitlerinden izole ve identifiye
edilen 815 S. aureus izolatinin ¢esitli antibiyotiklere karsi
duyarliliklarini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore,
Iskandinav iilkelerinde (Danimarka, Norveg, Isvec)
penisilin direnci diisiik, Amerika, Ingiltere ve Irlanda gibi
iilkelerde ¢ok yiiksek tespit edilmistir. Bu farklilik, bu
iilkelerde uygulanan antimikrobiyal politika farklilikla-
rindan kaynaklanabilmektedir.

Ugan ve Aslan (22), 75 S. aureus izolatindan bir
tanesinde metisilin direnci saptamiglardir. Hadimli ve
ark. (10), 78 S. aureus izolatinin 14 tanesinin MRSA
oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmalarda metisilin
direnci oksasilin diski kullanilarak Kirby-Bauer Disk
Difiizyon metotu ile belirlenmistir. Sunulan bu ¢alismada
ise 96 S. aureus izolatimin metisilin direnci, oksasilin
(1pg) diski, sefoksitin diski (30 pg) ile disk difiizyon
metotu ve ayrica oksasilinli agar tarama plagt ile
degerlendirilmis ve Etest metodu ile de MIK’leri
belirlenmistir. Gilinlimiizde metisilin direncinin belirlen-
mesinde tek basma oksasilin diski yeterli kabul
edilmemektedir. Sefoksitin diskinin kullanimi, MIK’lerin
belirlenmesi ve mecA geninin varligmm da PCR ile
dogrulanmas: gerekmektedir. Bu ¢aligmada elde edilen
sonuglara gore inek kokenli izolatlarin tiimii metisiline
duyarli bulunmus, ancak 12 bakict kokenli izolatin 3
tanesinde metisilin direnci belirlenmistir. Metisiline
direngli suslar sefalosporinler de dahil tiim p-laktam
antibiyotiklere direnglidirler. B-laktamazlara dayanikli
olan antibiyotiklere direng gelisimi Veteriner Hekimlikte
heniiz bir sorun teskil etmezken, bu antibiyotiklerin
artmastyla  birlikte direng  gelisimi
goriilebilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle mastitis
tedavisinde metisilin direncinin énemli bir faktor olarak
dikkate alinmasinin yararli olacagi diigiiniilmektedir.

Plazmid profil analizi hizli, kolay ve tekrarlanabilir-
ligi olan bir yontemdir (18). S. aureus plazmidlerinin ¢ok
sabit olmamas1 yani plazmidlerini ¢abuk kaybedebilme-
leri veya kazanabilmeleri nedeniyle ayni igletmeden izole
edilen S. aureus suslari arasinda kiiciik farkliliklar
olmaktadir. Plazmid tasgimayan suslarin tiplendirilmesi
yapilamayacagi gibi az sayida (1-2) plazmid tasiyan
suslar i¢in bu yontemin ayirt etme giicii zayiftir.

Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda (5, 14) plazmid tespit
edilen izolatlarin cesitli antibiyotiklere direngli olduklari
belirlenmistir. S. aureus izolatlarindaki antibiyotik
direncinin plazmidler {izerindeki direng genleriyle
kodlandig1 vurgulanmistir (17). Bu ¢aligmada da benzer
sekilde direngli izolatlarn g¢ogunlugunun plazmid
tasimast S aureus izolatlarinda antibiyotik direnci ile

kullaniminin

plazmidler arasinda bir baglantinin oldugunu destekle-
mektedir.

Hennekinne ve ark. (11), kesimhanelerde kasap
burunlarindan, domuz, tavsan, kanatli etlerinden, Vete-
riner fakiiltesi 6grencilerinden, domuz burunlarindan,
mastitisli inek siitlerinden ve kanatlilardan izole ettikleri
73 adet S. aureus izolatinin makrorestriksiyon analizini
yapmiglar ve 61 PFGE paterni belirlemislerdir. Sigir
kokenli  suglarin  bir alt kiimede toplandigini
bildirmiglerdir. Elde ettikleri sonuglara gore ayni tiirden
koken alan suslarin ayni pulsotip icerisinde yer
aldiklarini ve pulsotip ile tiir arasinda yiiksek korelasyon
oldugunu ortaya koymuslardir. Sunulan bu c¢aligmada
elde edilen sonuglara gore bakicilarin el ve burunlarmdan
izole edilen S. aureus izolatlar1 ile mastitisli ineklerin
siitlerinden ve meme basi derilerinden izole edilen S.
izolatlarnin  benzer pulsotipte  olduklari
belirlenmistir. Ancak ineklerin meme bas1 derisi ve
siitlerinden izole edilen 56 adet (%58) izolatin A
pulsotipinde tiplendirilmesi ve bu tipte hi¢ bakict kdkenli
izolatin bulunmamasi S. izolatlarinin  tiir
Ozgiilligiinin oldugunu ve yalnizca bazi S. aureus
izolatlarmin  hem insan hem ineklerde kolonize
olabilecekleri diistiniilmektedir.

Vautor ve ark. (24), kegi siitlerinden {iretilen
peynirlerden izole edilen S. aureus’ larla sagim iglemini
yapan insanlarin ellerinden izole edilen S. aureus’larin
ayn1 pulsotipte bulundugunu belirlemisler ve sagimcila-
rin ellerinin bir giftlikte S. aureus bulasmasinda rol
alabildiklerini belirtmiglerdir. Zadoks ve ark. (27), 70
adet inek meme bas1 derisi, 4 adet sagimci eli, 34 adet
sagim makinasi ve 117 adet inek siitii kokenli S. auerus
izolatlarint PFGE metodu ile tiplendirmiglerdir. Meme
bagi derisinden izole edilen S. aureus izolatlarmin inek
siitii izolatlarindan farkli, bakicilarin ellerinden izole
edilen az sayidaki izolatlarla ise ayni pulsotipte oldukla-
rm1 belirlemislerdir. insan izolatlarinin inek meme bas1
derisine bulagmasinda siit sagim makinalarinin rol
alabilecegini ortaya koymuslardir. Bu ¢aligmada ise inek
meme bas1 derisinden izole edilen S. auerus izolatlar ile
mastitisli inek siitlerinden izole edilen S. auerus izolatlar
genetik olarak yakin iligkili bulunmustur. Bu durumun
bdlgede elle sagimin yapildig: kiigiik aile tipi isletmeleri-
nin yaygin olmasindan dolayr mastitisli ineklerin
stitlerindeki patojen etkenlerin sagim iglemi sirasinda
meme bast derisine ve diger hayvanlara bulastigini
disiindiirmektedir. Ayrica bu calismada siit sigirciligi
isletmelerinde, infekte ineklerin memelerinin siriideki
diger hayvanlara S. aureus bulasmasinda Onemli rol
oynadig1 gosterilmistir.

PFGE analizleriyle, Stephan ve ark. (20) Isvigre’nin
kuzey dogusunda, Annemiieller ve ark. (1) Almanya’nin
bir bolgesinde ve bu calismada da Kirikkale ve
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cevresindeki ineklerde subklinik mastitislerden benzer S.
aureus ‘larin sorumlu oldugu ortaya konulmustur.

PFGE, aymm giicii ve tekrarlanabilirligi yiiksek
olan giivenilir bir genotiplendirme metotudur. Bu yontem
tekrarlanabilirlik 6zelliginin yliksek olmasi nedeniyle
molekiiler yontemler igerisinde altin standart olarak
kabul edilmektedir. Ancak masrafli olmasi, pahali
ekipmanlara gerek olmasi, zaman alict olmasi, zahmetli
olmasi ve sonuglarin yorumlanmasinin zor olmasi gibi
dezavantajlart bulunmaktadir (14, 26).

Bu ¢alismada elde edilen molekiiler veriler, lilkemi-
zin diger bolgelerinde gerceklestirilecek caligmalardan
elde edilecek verilerle birlikte degerlendirilerek mastitis
enfeksiyonunun kontroliinde yararlanilacak etkili agilar
gelistirilmesinde yardimci olabilir.

Sunulan c¢alismada elde edilen verilere gore
Kirikkale ve ¢evresinde ineklerde mastitislerden sorumlu
S. aureus izolatlarinin ayni bant paternlerinde olduklar
ve bu izolatlarin bakicilardan izole edilenlerden farkli
olduklar1 gdsterilmistir.
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