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OzeT:

Staphylococcus aureus 6nemli bir gida patojeni olup, tiim diinyada goriilen gida intoksikasyonlari igerisinde iist siralarda
yer almaktadir. S. aureus’un gida intoksikasyonlarinda etkili olmasi yaninda énemli bir diger halk sagligi problemi de
farkli antibiyotiklere karsi sekillenen tekli veya c¢oklu antibiyotik direncidir. Bu c¢alismada toplam 60 adet ¢ig siit
érneginden izole edilen 31 S. aureus izolati antibiyotik direng ozellikleri yoniinden analiz edilmistir. Izolatlarin
antimikrobiyel duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bu analiz, CLSI (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) tarafindan bildirilen yontem esas alinarak, tetrasiklin, gentamisin, eritromisin, trimetoprim-stlfametaksazol,
kloramfenikol, siprofloksasin ve klindamisin antibiyotik diskleri ile yapilmistir. Analiz sonucunda gentamisin,
eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin, klindamisin, trimetoprim- siilfametaksazol ve kloramfenikole karst gelisen direng
sirastyla %3,33, %6,46 , %16,12, %6,47 ,%80,64 ,%6,46 , %16,13 oramnda tespit edilmistir. Yetistiriciler antibiyotik
kullanimi konusunda bilinglendirilmeli ve yasal bekleme siirelerine 6zen géstermelidir. Ayrica yetkili otoriteler tarafindan
siitte antibiyotik varliginin tespitine yonelik kontroller diizenli olarak yapilmalidir.

Detection of antibiotic resistance properties of Staphylococcus aureus isolated from
raw milk samples

ABSTRACT:

Staphylococcus aureus is an important food pathogen and it is the main food intoxication agent all over the world. Also,
S. aureus may cause a public health problem which is single or multiple antibiotic resistance against various antibiotics.
In this study, thirty one S. aureus isolates which obtained from a total of 60 raw milk samples were analyzed for their
antibiotic resistance properties. Antimicrobial susceptibilities of isolates were determined by disk diffusion method with
tetracycline, gentamycin, erythromycin, trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramfenicole, ciprofloxacin and clindamycin
disks according to CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute). Based on our results, antibiotic resistance of S.
aureus isolates were detected in gentamycin, erythromycin, tetracycline, ciprofloxacin, clindamycin, trimethoprim-
sulfamethoxazole and chloramfenicole as 3.33%, 6.46% , 16.12%, 6.47%, 80.64%, 6.46%, 16.13%, respectively. Dairy
farmers should be educated about antibiotic use and comply with legal waiting periods in milk productions. Also,
antibiotic residues in milk should be controlled regularly by local authorities.
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1. Giris

Siit insanlar igin énemli bir hayvansal gidadir ve inek, koyun, kegi gibi hayvanlardan elde edilir. Inek siitii
protein, karbonhidrat, yag, aminoasitler, vitamin ve mineral igerigi sebebiyle beslenme i¢in gereklidir (39). Sut énemli
besleyici dzelligi yaninda yararli ve zararli bakteriler i¢in de uygun bir tireme ortamidir (29). Sagim kosullari, depolama
ve siite uygulanan islemler sonucunda siitte mikrobiyel kontaminasyonlar meydana gelebilir (14).

Staphylococcus aureus insan ve hayvanlarda; yara infeksiyonlari, toksin kaynakli bozukluklar (gida
zehirlenmeleri), endokarditis, osteomiyelitis, pnémoni, meningitis, beyinde apse gibi bozukluklar meydana getirebilir
(9, 15, 36, 44). Ayrica diinya ¢apinda gida kaynakli zehirlenmelere yol agan bir patojendir (31). S. aureus st
ineklerinde klinik ve subklinik mastitise yol agarak siit ve siit tirtinlerinde de kontaminasyonlar olusturabilir (1,7). S.
aureus’un memeye transferinde; ¢evresel kosullar, sagim ekipmanlar1 ve sagim yapan personelin kisisel hijyeni gibi
faktorler etkilidir (21). Baz1 tiirler hari¢ olmak tizere B-laktam, tetrasiklin, makrolid, linkosamid, novobiyosin ve
kloramfenikol gibi ¢ogu antibiyotige duyarlidir (42).

Antibiyotikler bakterilerle savasan ilaglardir ve hastaliklarin tedavisi ile birlikte tarim ve hayvancilikta da
cesitli amaglar icin kullanilmistir. Bu yogun antbiyotik uygulamalar ile birlikte bakteriler tarafindan antibiyotiklere
karsi olusturulan direng, tim diinyada onemli bir halk sagligi problemi halini almustir (46). Metisiline direncli
stafilokoklar, metisilinin klinik olarak kullanima sunulmasidan hemen sonra ortaya ¢ikmustir. Metisiline direncli S.
aureus (MRSA) kaynakli ilk salgin 1960 yilinin baglarinda Avrupa’da ortaya g¢ikmigtir. Bu tarihten itibaren MRSA
diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir (10). Bakterilerde meydana gelen antibiyotik direnci
global bir sorun olarak gilincelligini korumaktadir. Bu ¢alismada, ¢ig siitlerden S. aureus izolasyonu ve izolatlarda
meydana gelen antibiyotik direncinin tespiti amaglanmustir.

2. Gereg ve YOntem

Bu ¢alismada, Burdur’da bulunan st dretim ciftliklerindeki hayvanlardan farkli aylarda alinan toplam 60 adet
¢ig siit 6rnegi materyal olarak kullanildi.

Mikrobiyolojik analizler

Analiz amaciyla soguk zincir altinda laboratuvara getirilen 50 ml her bir siit 6rneginden aseptik kosullarda
homojen olarak seri diliisyonlar hazirlandi ve Baird Parker/RPF (BP+RPF Oxoid, CM0961) agara ekimleri yapildi (3).
Agar (izerine ekimleri yapilan plaklar 35°C°de 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 besiyerinde
tipik ve atipik koloniler secilerek EDTA koagulaz plazma (Oxoid, R21052) ile tiipte koagulaz testi yapildi. Koagulaz
testi pozitif olan koloniler, Gram boyama, katalaz test, DNase aktivitesi, hemolitik 6zellikler (3-hemoliz) ve mannitol
fermentasyon testi yoniinden analiz edildi. Bu testlerden fenotipik olarak pozitif olan koloniler S. aureus siipheli
izolatlar olarak secildi (20, 37).

PCR analizleri

Fenotipik olarak S. aureus olarak saptanan suglar, PCR teknigi ile dogrulandi. Bu amagla 6ncelikle Akineden
ve ark. (2) uyguladigi yonteme gore; izolatlar 18 pl lizostafin iceren 180 ul TE buffer (10 mmol Tris HCL/I, 1 mmol
EDTA/], pH 8.0) igerisinde siispanse edilerek 37°C’de 1 saat siire ile inkiibasyona birakildi ve enzimatik olarak
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, K0721) ile DNA ekstraksiyonu yapildi.

Izolatlarda S. aureus’a spesifik nuc geni dogrulamasi PCR yéntemi ile yapilmistir. Bu amagcla Mehrotra ve ark.
(30) ile Keyvan ve Ozdemir (25) tarafindan bildirilen yontemde bazi modifikasyonlar yapildi. Standart PCR islemi
Lem ve ark. (27) tarafindan bildirilen primer ciftleri kullanarak ( 5’-ATA GGG ATG GCT ATC AGT AAT GT -3’/
5’-GAC CTG AAT CAG CGT TGT CTT C- 3”) 25 ul toplam hacimde 94°C 4 dk 6n denatiirasyonu takiben, 35 siklus



Vet Hekim Der Derg 90(1): 9-14, 2019 11

olacak sekilde; 94°C’de 40 s, 54.5°C’de 30 s, 72°C’de 40 s ve son olarak 72°C’de 10 dk kosullarinda analiz edildi.
Amplifiye PCR Urinleri %1,5’lik agar jelde elektroforez iglemine tabi tutulduktan sonra goriintiilenmistir.

Antibiyotik direng 6zelliklerinin tespiti

Izolatlarm antimikrobiyel duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Bu islem, CLSI (Clinical and
Laboratory Standarts Institute) tarafindan bildirilen yéntem esas alinarak, Mueller-Hinton agarda (Oxoid, CM0337)
tetrasiklin (30pg), gentamisin (10pug), eritromisin (15ug), stlfametaksazol-trimetoprim (25ug), kloramfenikol (30ug),
klindamisin (10ug) ve siprofloksasin (10ug) antibiyotik diskleri kullanilarak yapildi. Bu amagla kiiltiir muhafazasi
amaciyla bekletilen bakteriler Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, CM1135) bulunan tiiplere suispanse edilerek 37°C’de
zenginlestirilmistir. Daha sonra zenginlestirilen bu kiiltiir 0.5 McFarland olarak ayarlandi. Zenginlestirilen broth
kiiltiirtine steril pamuk svap daldirilip, tiip igerisinde stiziilerek Mueller- Hinton agar yiizeyine inokulum svap teknigi
ile yayildi. Antibiyotik diskleri agar yiizeyi ile temas edecek sekilde ve merkezleri arasindaki mesafe 24 mm’den yakin
olmayacak bi¢imde 150 mm ¢apinda her bir petriye 5 disk olmak iizere yerlestirildi. Daha sonra 35-37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda disk etrafindaki inhibisyon zon cap1 CLSI’a gore degerlendirildi (12).

3. Bulgular

Yapilan analizler sonucunda toplam 60 ¢ig siit drneginden 31 (%51,6) S. aureus siipheli izolat elde edilmistir.
Disk difiizyon testi analiz sonuglarina gore izolatlarda gentamisin, eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin, klindamisin,
trimetoprim-sulfametaksazol ve kloramfenikole karsi gelisen direng tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1: S. aureus izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlari.

Table 1: Antibiotic resistance levels of S. aureus isolates.

Direncli Duyarh Orta Duzey
Gentamisin %3,33 %96,77
Eritromisin %6,46 %51,61 %41,93
Tetrasiklin %16,12 %74,19 %9,69
Siprofloksasin %6,47 %77,41 %16,12
Klindamisin %80,64 %19,36
Trimetoprim- %6,46 %83,87 %9,67
sulfametaksazol
Kloramfenikol %16,13 %83,87

4. Tartisma ve Sonug

Siit toplama tanklarinda S. aureus varligi farkli iilkelerde %16,7-%96,2 arasinda olarak bildirilmektedir (8, 11,
18, 23, 24, 33, 43). S. aureus kaynakli meme hastaliklari; siit veriminde azalma, siitte kalite diistikligii gibi ekonomik
problemler ile birlikte ¢ig siit ve siit tirtinlerinde halk sagligi agisindan risk meydana getirebilir (13).

Jamali ve ark. (21) iran’da inek siitiinden izole edilen S. aureus izolatlarinda antibiyotik direng¢ 6zelliklerini;
eritromisin i¢in bu ¢aligmaya yakin bir degerde %6,2, gentamisin i¢in daha diisiik oranda %1,9, tetrasiklin i¢in daha
yiiksek oranda %56,2, siprofloksasin i¢in %0, klindamisin i¢in daha diislik oranda %13,6, trimetoprim-silfametaksazol
icin %0, kloramfenikol igin daha diisiik oranda %4,9 olarak bildirmistir. Pakistan’da yapilan diger bir ¢aligmada;
izolatlarda gentamisine karsi sekillenen direng bu ¢alismaya gore yliksek oranda %50 olarak sekillenirken trimetoprim-
sulfametaksazole direngli izolat tespit edilememistir (4). Obaidat ve ark. (34) Urdiin’de siit toplama tanklarmdan izole
edilen izolatlarda meydana gelen antibiyotik diren¢ oranlarini bu ¢aligmada tespit edilen oranlara gére; gentamisin,
klindamisin, eritromisin, siprofloksasisin i¢in sirasiyla %86, %75,6, %75,6, %70,9 olarak daha yiiksek bir degerde
tespit etmistir. Misir’da yapilan bir ¢aligmada; sut ve sit Uriinlerinden izole edilen metisiline direncli S. aureus (MRSA)
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izolatlarinda antibiyotik direng oranlari i¢in bu ¢aligmaya goére daha yiiksek oranlarda gentamisin icin %27,5, tetrasiklin
icin %65,2, siprofloksasin i¢in %15,5, kloramfenikol icin %30,9, trimetoprim-silfametaksazol igin %14 olarak
bildirilmistir (3). Can ve ark. (6) ¢ig siit orneklerinden elde edilen izolatlarda antibiyotik direng 6zelliklerini gentamisin,
eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kloramfenikol i¢in sirasiyla %0, %16, %28, %0, %0 olarak tespit etmistir. Bu
caligmada elde edilen eritromisin ve tetrasiklin sonuglarina gore direng oranin daha yiiksek, diger antibiyotiklerde ise
daha diigiik oranda kaldig1 anlagilmistir. Sonuglar arasindaki farklilikta ilkeler arasindaki antibiyotik tercihlerinin etkili
oldugu sdylenebilir. Antimikrobiyel maddelere direngli ve ¢oklu direng gelistiren bakteri tiplerinin siit ve siit
tiriinlerinde bulunmas1 6nemli bir endige sebebidir. Bu nedenle ¢oklu direng gelistiren zoonotik etkenlerin tespiti ile siit
ve siit tirtinlerine kontaminasyonlarinin engellenmesi igin diizenli takiplerin yapilmasi gereklidir.

Mastitis, siit hayvanlarinda neden oldugu tedavi giderleri nedeniyle ekonomik agidan 6nemli bir hastaliktir
(16). Ayrica meme bezlerinde olusturdugu fonksiyon bozuklugu sebebiyle siit bilesiminde de degisiklikler meydana
gelir (26). S. aureus siit hayvanlarinda mastitis meydana getiren en 6nemli patojenlerdendir ve antimikrobiyel tedavi
uygulanmasinin temel nedenleri arasinda bulunmaktadir (5, 17, 35, 38, 40). Antibiyotiklerin yogun sekilde kullanim1
bakterilerde direng gelisimine yol agabilir (28). Siit ineklerinde profilaktik ve mastitis tedavisi amaciyla  laktam grubu
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi; siit ve siit tirtinlerini MRSA agisindan da riskli hale getirmektedir (41).
Ayrica MRSA da sit ineklerinde mastitis meydana getirebilir (19). MRSA’nin mastitisli siitlerde varligmi bildiren
arastirmalardan Guimaraes ve ark. (18) %48,3, Wang ve ark. (45) %15,5, Jamali ve ark. (22) %11,6, Moon ve ark. (32)
%2,5 oranlarmi bildirmistir. MRSA siitlerde herhangi bir degisiklik meydana getirmeden gida zincirine dahil olabilir
(37). Gida {iretimi amaciyla yetistirilen hayvanlarda gereksiz antibiyotik kullanimindan kagimilmali ve bekleme
stirelerine dikkat edilmelidir. Siitte MRSA varligini bildiren ¢aligmalar da planlanmalidir. Ayrica bu ¢aligmada orta
dizeyde direngli olarak tanimlanan izolatlarin ilgili antibiyotiklere karsi tam bir direng gelistirebilir. Bu nedenle
izolatlarda orta diizeyde direng gelisen antibiyotiklerin de takibinin yapilmasi gereklidir.

Antibiyotiklerin 6zellikle gida iiretimi amaciyla yetistirilen hayvanlara tedavi amaciyla ve gelisim artirici
olarak yogun bir gsekilde kullanilmasi insan sagligi acisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Siit ineklerinin
tedavisinde kullanilan antibiyotikler siitte kalinti meydana getirebilir. Bu nedenle sit ineklerinde meydana gelen
hastaliklarm tedavisinde etkili antibiyotiklerin secilmesi gereklidir. Ayrica gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin yasal bekleme sirelerine 6zen gosterilmelidir. Antibiyotik siipheli stitlerin siit toplama tanklarmna
karigtirilmamasi i¢in toplama merkezlerinde siit alimi dncesi kontroller siki bir sekilde yapilmalidir.
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