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TURKCE OZET

Bu calismada saglikli kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp. tasiyicilign ile
hasta kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp. kaynakli enfeksiyon prevalansinin
belirlenmesi  hedeflendi. Ayrica Staphylococcus spp.’de beta-laktam grubu
antimikrobiyallere direng profilinin fenotipik ve genotipik yontemler ile arastirilmasi
amaclandi. Bu amagla saglikli hayvanlardan (165 kedi ve 85 kopek) sirasi ile burun, agiz,
kasik ve perineal bolgeden olacak sekilde tek svab 6rnegi, hasta hayvanlardan (56 kedi ve
95 kopek) ise hastalikla iligkili bolgelerden (kulak, goz, deri, agiz, burun ve yara) alinan
svab Ornekleri incelendi. Tiim svablar 6n zenginlestirme i¢in %6,5 sodyum klorid iceren
Mueller Hinton Broth’a (MHB + %6,5 NaCl) inokiile edildi, sonrasinda selektif besiyeri
olarak Egg Yolk Tellurite igeren Baird Parker (BP) agar izolasyonda kullanildi. BD
Phoenix 100 otomatize cihazi kullanilarak izolatlarin identifikasyonu ve antimikrobiyal
duyarlilik testleri yapildi. Staphylococcus intermedius Grup (SIG) olarak belirlenen
tirlerin ayrimi MALDI-TOF MS ile gerceklestirildi. Tim Staphylococcus spp. blaz,
mecA ve mecC genleri yoniinden multiplex PCR ile analiz edildi. Saglikli kedilerin
%53,9 ve saglikli kopeklerin %78,8 oraninda Staphylococcus spp. tasiyiciligi
bulunurken, Staphylococcus spp. prevalansi hasta kedi ve kopeklerde sirasiyla %83,9
ve %60 idi. Kedilerde izole edilen en yaygn tiirler S. felis, S. epidermidis ve S. aureus
iken, kopeklerde S. pseudintermedius idi. Izole edilen Staphylococcus spp.’de beta-
laktamaz aktivitesi fenotipik yontemler (penisilin direnci ve nitrosefin test sonucu) ile
%53,8 ve genotipik yontemler (blaZ) ile %50,4 bulundu. Metisilin direnci fenotipik
yontemler (sefoksitin ve/veya oksasilin direnci) ile %15,8 genotipik yontemler (mecA)
ile %13,5 bulundu. izolatlarda mecC geni tespit edilmedi. Metisilin direngli
Staphylococcus spp’nin (MRS) dagihimi S. pseudintermedius (n:18), S. epidermidis
(n:8), S. aureus (n:4), S. hominis (n:2), S. cohnii subsp. cohnii (n:1), S. haemolyticus
(n:1) ve S. capitis (n:1) olarak saptandi. Kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp.’nin
giincel prevalansinin ve beta-laktam grubu antimikrobiyallere gilincel direng profilinin
bilinmesi, hem laboratuvarlarda tanisal yaklagimlara hem de klinisyen hekimlerin
bilingli terapotik yaklasimlarina fayda saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beta-laktam direnci, Staphylococcus spp., mecA, mecC, Kedi,
Kopek, MRS
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INGILIiZCE OZET

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF
BETA-LACTAM RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCUS SPP. ISOLATED
FROM CATS AND DOGS

In this study, it was aimed to determine the prevalence of Staphylococcus spp.
carriage in healthy cats and dogs and the prevalence of Staphylococcus spp-induced
infection in sick cats and dogs. It was also intended to investigate their resistance
profile of beta-lactam group of antimicrobials in Staphlococcus spp. isolates with
phenotypic and genotypic methods. For this purpose, a single swab sample has taken
from the nose, mouth, groin and perineal regions, respectively, from healthy animals
(n:165 cats and n:85 dogs). Sample collection was applied to sick animals (n:56 cats
and n:95 dogs) from disease-related regions (ear, eye, skin, mouth, nose and wound).
All swabs were inoculated in to Mueller Hinton Broth (MHB + 6.5% NaCl) containing
6.5% sodium chloride for pre-enrichment, this followed by Baird Parker (BP) agar
containing Egg Yolk Tellurite as a selective medium for the isolation. BD Phoenix 100
Automatic Identification System, was used for the identification and the detection of
antimicrobial susceptibility of the isolates. Species differentiation of isolates identified as
a Staphylococcus intermedius Group (SIG) were analysed with MALDI-TOF MS. All
Staphylococcus spp.,isolates were analyzed by multiplex PCR for blaZ, mecA and mecC
genes. The results showed that 53,9% of healthy cats and 78,8% of healthy dogs were
carrying Staphylococcus spp. however the prevelance of Staphylococcus spp. was
83.9% and 60% in sick cats and dogs respectively. The most common Staphylococcus
species in cats were S. felis, S. epidermidis and S. aureus, while S. pseudintermedius
was predominant in dogs. Beta-lactamase activity was found to be 53,8% by
phenotypical methods (penicillin resistance and nitrocefin test results) and 50,4% by
genotypic methods (blaz) in all Staphylococcus spp. isolates examined. Methicillin
resistance was found to be 15,8% with phenotypic methods (cefoxitin and/or oxacillin
resistance) and 13,5% with genotypic methods (mecA). The mecC gene was not
detected in any isolate. The distribution of methicillin-resistant Staphylococcus species
(MRS) was determined as S. pseudintermedius (n:18), S. epidermidis (n:8), S. aureus
(n:4), S. hominis (n:2), S. cohnii subsp. cohnii (n:1), S. haemolyticus (n:1) and S.
capitis (n:1). Knowing the current prevalence of Staphylococcus spp. in cats and dogs
and their resistance profile to beta-lactam group of antimicrobials may help both
diagnostic approaches in laboratories and conscious therapeutic to clinicians.

Key Words: Beta-lactam resistance, Staphylococcus spp., mecA, mecC, Cat, Dog,
MRS
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1. GIRIS

Stafilokoklar kediler, kopekler, diger memeliler ve kuslarda deri, mukoz
membranlar, sindirim ve solunum yollarinin normal bakteriyel florasinin bir boliimiinii
olusturmaktadirlar ve oportunistik karakter tasimaktadirlar. Direkt ve indirekt temas
yoluyla hayvanlar arasinda ve hayvanlar ile insanlar arasinda kolay bir sekilde
yayilmaktadirlar. S. intermedius ilk kez 1976'da S. pseudintermedius ise 2005 yilinda
yeni bir stafilokok tiirii olan tanimlanmistir. Daha once fenotipik yontemler ile S.
intermedius olarak tanimlanan izolatlar daha sonra molekiiler tekniklere dayali olarak
yeniden smiflandirilmistir. Bunu takiben izolatlar Staphylococcus intermedius Grubu
(SIG) adi altinda S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini grup A ve grup B
olmak iizere 4 tiire ayrilmustir. SIG {iiyelerinin fenotipik tanimlanmasi giincel bilgiler
1s18inda yeterli goriilmemektedir. SIG {iyelerinin tanimlanmasinda spesifik gen
bolgelerinin saptanmasina yonelik PCR teknikleri, RFLP, PFGE ve sekanslama
kullanilan molekiiler yontemlerdir. Ancak bu yontemler maliyetli, zaman alict ve
uygulanmalart zordur. MALDI-TOF MS ise kullanim kolayligi, kii¢iik numune
miktari ile caligilabilmesi nedeniyle mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan
hizli ve giivenilir yontemdir. Viicudun ¢esitli kisimlarinda ¢ok cesitli enfeksiyonlara
sebep olan Stafilokoklar, ge¢misten giiniimiize antibiyotiklere biiyiik oranda direng
gelistirmeleri ve zoonotik karakterleri nedeni ile dnem kazanmiglardir. Antibiyotik
direng yoniinden degerlendirildiginde Stafilokok enfeksiyonlar: tedavisinde siklikla
kullanim1 tercih edilen beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi gelisen direng ile
birlikte ¢oklu antibiyotik diren¢ gelisimi de dikkat cekicidir. Giinlimiizde metisilin
iiretilmemesine kars1 beta-laktam antibiyotiklere direngli Stafilokoklar i¢in Metisilin
Direngli Stafilokoklar (Methicillin Resistant Staphylococcus spp. ‘MRS’) terimi
kullanilmaktadir. Stafilokoklarda beta-laktamaz enzim {iretimi ve alternatif penisilin
baglayan protein (PBP) olan PBP-2a (metisilin direnci) ile beta-laktam grubu
antimikrobiyallere diren¢ gelismektedir. Beta-laktamaz enzim iretimi blaZ geni,

metisilin direnci ise mecA ve mecC genleri tarafindan kodlanmaktadir. Molekiiler



yontemler direngten sorumlu genlerin varligin1 ortaya konulmasinda gold standart

metot olarak kabul edilmektedir.

Gliniimiizde insanlar ile hayvanlarin artan iliskisi ile birlikte zoonotik karakter
tasiyan ve antibiyotiklere direngli Stafilokoklarin pet hayvanlarindaki prevalanslarinin
saptanmas1 ve etkili terapotik yaklasim i¢in antibiyotiklere direnclilik durumlarinin
belirlenmesi 6nemlidir. Kedi ve kopekler ile ilgili yapilan arastirmalarda 6zellikle S.
aureus ve diger koagiilaz pozitif Staphylococcus spp. (KPS) tizerinde durulmakta,
koagiilaz negatif Staphylococcus spp. (KNS) genellikle tir diizeyinde
tanimlanmamaktadir. Direncin degerlendirildigi calismalarda ise metisilin direnci

tizerinde durulmakta ve ¢ogunlukla arastirmalarda mecA geni incelenmektedir.

Bu calismada, Stafilokoklarin gerek saglikli kedi ve kopeklerde tasiyicilik
durumlarinin gerekse hasta kedi ve kopeklerdeki Stafilokok kaynakli enfeksiyon
durumlariin saptanmasit ve dogru terapotik yaklasim igin beta-laktam grubu
antimikrobiyallere giincel direnglilik durumlarinin fenotipik ve genotipik yontemler
ile belirlenmesi ve bu grup antimikrobiyallere direncte rol alan her iki mekanizma

yoniinden degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siiflandirma ve Genel Ozellikler

Stafilokoklarin ¢ok erken tarihlerde kesfedilmesi taksonomik agidan diger
cinsler ile kiyaslandiginda yeniden siiflandirma ve tiirlerin yeniden adlandirilmasina
neden olmustur. Staphylococcus cinsi 6nceleri Micrococcus, Stomatococcus ve
Planococcus cinsleri ile birlikte Micrococcoceae ailesi igerisinde yer almustir.
Stafilokoklar 1900'lerin baslarinda, hastalikli dokularla iligkili Aurococcus aureus’un
dahil oldugu Aurococcus cinsi ve S. epidermidis’in ilk olarak Albococcus epidermidis
olarak taksonomik simiflandirmaya girdigi Albococcus cinsi olmak {izere gegici iki
cinse bolinmiistiir (Winslow, & Winslow, 1908). Von Daranyi tarafindan 1925'te
Staphylococcus cinsi Koagiilaz Pozitif Stafilokok (KPS) (baslangicta "Staphylococcus
aureus Grubu" olarak adlandirilan) ve Koagiilaz Negatif Stafilokok (KNS) olmak
tizere iki gruba ayrildig1 tanimlanmistir. Fairbrother (1940), Stafilokok tiirleri i¢in ana
ayirt edici ilke olarak koagiilaz liretimi oldugunu 6ne siirmiis ancak patojenik olmayan
KNS igin S. epidermidis grup yerine S. saprothyficus grup tanimin1 ve KPS igin S.
pyogenes tanimini kullanmistir. Daha sonra KNS grup novobiosine duyarli veya
direngli olma durumuna goére, novobiosine duyarli S. epidermidis grubu ve
novobiosine direngli S. saprophyticus grubu olarak alt tiire ayrilmistir (Mitchel &
Baird-Parker, 1967).

Gelisen molekiiler analizler 15181nda ve filogenetik ve kemotaksonomik veriler
degerlendirilerek gilinlimiiz taksonomik verileri elde edilmistir. Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology kitab1 2004 yilinda giincellenmis ve Staphylococcus cinsi
yeniden smiflandirilarak Staphylococcaceae olarak isimlendirilen yeni bir aile
icerisinde tanimlanmustir (Garrity, Bell, & Lilburn, 2004). Staphylococcaceae ailesi
igerisinde Staphylococcus cinsi disinda Jeotgalicoccus, Macrococcus, Salinicoccus ve
Gemella cinsleri bulunmaktadir (Ludwig, Schleifer, & Whitman, 2009).
Staphylococcus cinsinde simdiye kadar 45 Stafilokok tiirii ve 21 alt tiir tanimlanmistir
(Becker, Skov & Von Eiff, 2015). Onceleri Koagiilaz pozitif tiirler 6zellikle S. aureus



patojenik kabul edilmis ve koagiilaz negatif tiirler patojen olmayan tiirler olarak
tanmimlanmistir. Koagiilaz Negatif Stafilokoklarin da patojenik potansiyeli oldugu
1980'lerin sonunda kabul edilmistir. Giintimiizde KNS tiirlerinden olan S. epidermidis
ve S. haemolyticus 6nemli nozokomiyal patojenleri temsil etmektedir. S. intermedius
ilk kez 1976'da bildirilmis (Hajek, 1976), 2005 yilinda ise yeni bir stafilokok tiirii olan
S. pseudintermedius Devriese ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Daha 6nce fenotipik
ozelliklerle S. intermedius olarak tanimlanan izolatlar daha sonra molekiiler tekniklere
dayali olarak yeniden siniflandirilmistir. Bunu takiben izolatlar Staphylococcus
intermedius Grubu (SIG) adi altinda S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini
grup A ve grup B olmak iizere 4 tlire ayrilmistir (Sasaki ve ark., 2007a). Bu
gruplandirma ile S. pseudintermedius'un S. intermedius ile ayni tiir olmadigi, SIG’un
bir tiirli oldugunu netlestirilmistir. Bu tarihten sonraki makalelerde daha once S.
intermedius olarak tanimlanan suslar S. (pseud)intermedius olarak ifade edilmistir. Bu
tez calismasinda benzer olarak ayn ifade kullanmilmustir. S. felis fenotipik olarak S.
simulans ile benzer ozelliklere sahiptir. Ancak S. simulans ile DNA-DNA
homolojisinin % 10’dan daha diisiik olmasi nedeni ile S.felis in yeni bir tiir oldugu ilk
kez 1989 yilinda rapor edilmistir (Igimi, Kawamura, Takahashi, & Mitsuoka, 1989).
Lamers ve ark. (2012) tarafindan Stafilokoklarin fenotipik 6zelliklerine gore;
Auricularis, Hyicus-Intermedius, Epidermidis-Aureus, Saprofitik, Simulans ve Sciuri
tiir gruplar1 olmak iizere alt1 tiir grubuna ve 16S rRNA geni ve li¢ adet protein kodlayan
genlerinin (dnaJ, rpoB ve tuf) filogenetik analiz verilerine dayanarak tiirlerin 15 kiime
(cluster) grubuna ayrildigr rafine bir siniflandirma 6nerilmistir. Bu simiflandirmaya
gore;
1. Auricularis Tiir Grubu: Tiir grubu ile ayn1 adi tagtyan tek bir kiime grubu igerir.
S. auricularis bu kiime grubunun tek iiyesidir.
2. Hyicus-Intermedius Tiir Grubu: Muscae, Hyicus ve intermedius olmas iizere 3
kiime grubunu igerir.
a. Muscae kiime grubu; S. muscae, S. microti, S.rostri
b. Hyicus kiime grubu; S. hyicus, S. agnetis, S. chromogenes, S.felis
c. Intermedius kiime grubu; S. intermedius, S. delphini, S. pseudintermedius, S.

schleiferi subsp. schleiferi, S. schleiferi subsp. coagulans



3. Epidermidis-Aureus Tiir Grubu: Aureus, Epidermidis, Warneri, Haemolyticus,
Ludgunensis olmak tizere 5 kiime grubunu igerir.

a. Aureus kiime grubu; S. aureus subsp. aureus, S. aureus subsp. anaerobius

b. Epidermidis kiime grubu; S. epidermidis, S. capitis subsp. capitis, S. capitis
subsp. urealyticus, S. caprae, S. saccharolyticus

c. Warneri kiime grubu; S. warneri, S. pasteuri

d. Haemolyticus kiime grubu; S. haemolyticus, S. devriesei, S. hominis subsp.
hominis, S. hominis subsp. novobiosepticus, S. jettensis, S. petrasii subsp.
croceilyticus, S. petrasii subsp. petrasii

e. Lugdunensis kiime grubu; S. lugdunensis

4. Saprophyticus Tiir Grubu: Pettenkoferi-Massiliensis, Saprophyticus, Cohnii-
Nepalensis, Arlettae-Kloosi olmak iizere 4 kiime grubunu igerir.

a. Pettenkoferi-Massiliensis kiime grubu; S. pettenkoferi, S. massiliensis

b. Saprophyticus kiime grubu; S. saprophyticus subsp. saprophyticus, S.
saprophyticus subsp. bovis, S. equorum subsp. equorum, S. equorum subsp.
linens, S. gallinarum, S. saccinus subsp. saccinus, S. saccinus subsp. casei,
S.xylosus

c. Cohnii-Nepalensis kiime grubu; S. cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp.
urealyticus, S. nepalensis

d. Arlettae-Kloosi kiime grubu; S. arlettae, S. kloosi

5. Simulans Tiir Grubu: Simulans-Carnosus olmak iizere tek kiime grubu igerir.

a. Simulans-Carnosus kiime grubu; S. simulans, S. carnosus subsp. carnosus, S.
carnosus subsp. utilis, S. codimenti, S. piscifermentans

6. Sciuri Tiir Grubu: Tiir grubu ile ayn1 ad1 tagtyan tek bir kiime grubu igerir.

a. Sciuri kiime grubu; S. sicuri subsp. sciuri, S. sicuri subsp. carneticus, S. sicuri

subsp. rodentium, S. fleurettii, S. lentus, S. stepanovicii, S. vitulinus

Staphylococcus tiirlerinden 38 adedi KNS tiiriidiir ve diger bir tiir olan S.
schleiferi ise hem KNS hem de KPS olmak iizere iki alt tiire ayrilmigtir. Bunlar
sirastyla; S. schleiferi subsp. schleiferi ve S. schleiferi subsp. coagulans 'tir (Becker,
Heilmann, & Peters, 2014). Giiniimiizde bu tiirler S. schleiferi ve S. coagulans olarak
da ifade edilmektedirler. KPS ve KNS grup tiirleri Tablo 1’ de listelenmistir.



Tablo 1. KPS ve KNS grup tiirleri ve alt tiirleri
KPS KNS

S. aureus subsp aureus . arlettae lugdunensis

S. aureus subsp. anaerobius . auricularis massiliensis

S. agnetis . capitis subsp. capitis microti

S. intermedius, . capitis subsp. urealyticus muscae

S. pseudintermedius, . caprae nepalensis

S. delphini, . carnosus subsp. carnosus pasteuri

S. lutrae, . carnosus subsp. utilis pettenkoferi

S. schleiferi subsp. coagulans, . cohnii subsp. cohnii piscifermentans
S. hyicus . cohnii subsp. urealyticus rostri

S. argenteus, . chromogenes saccharolyticus
S. schweitzeri . condimenti saprophyticus subsp. bovisd

saprophyticus subsp. saprophyticus
. epidermidis schleiferi subsp. schleiferi
. equorum subsp. equorum sciuri subsp. carnaticus

. equorum subsp. linens sciuri subsp. rodentium

felis sciuri subsp. sciuri
fleurettii simiae

gallinarum simulans
haemolyticus stepanovicii
hominis subsp. hominis vitulinus

hominis subsp. novobiosepticusn warneri

kloosii xylosus

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S. devriesei
S
S
S
S.
S.
S.
S.
S.
S.
S.
S.

lentus

Stafilokoklar Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, ¢aplar1 0,5 - 1,5 pm arasinda
degisen kiiresel sekilli bakterilerdir. Tek, ¢ift, dortlii, kisa zincirler ve karakteristik
birden fazla diizlemde boliinme o6zelliklerinden dolayr tiziim salkimi seklinde
gozlenebilirler. Stafilokoklar fakiiltatif anaeroblardir, S. saccharolyticus ve S. aureus
subsp. anaerobius tiirleri ise anaerob 6zelliktedir (Becker ve ark., 2015). Stafilokoklar
genellikle katalaz pozitiftir, nadiren de olsa katalaz negatif suslar rapor edilmistir
(Over, Tii¢, & Sdyletir, 2000). S. fleurettii, S. lentus, S. sciuri ve S. vitulinus harig,
stafilokok tiirlerinin ¢ogu modifiye oksidaz testinde, oksidaz negatiftir (Lamers ve
ark., 2012). Stafilokoklar, % 10 NaCl varliginda 18°C ile 40°C arasinda degisen bir
sicaklikta tireyebilirler. Respiratorik ve fermentatif bir metabolizmaya sahiptirler.
Staphylococcus cinsinin tiyeleri kromozomal DNA’larinda % 30 - 39 mol oraninda
G+C igerirler. Stafilokoklar 6,5 °C ile 45 °C arasinda degisen sicakliklarda ve 4,2 ile
9,3 degisen pH degerleri gibi genis kapsamli ¢evresel kosullara direng gosterebilen
bakterilerdir. Stafilokoklar canli hiicreler i¢in oldukg¢a toksik olan kadmiyum, civa,

arsenat gibi cesitli organik ve inorganik iyonlara karsi plazmitleri sayesinde direng



gelistirmislerdir (Jensen, & Lyon, 2009). Insan kaynakli Stafilokok suslarinda
kuaterner amonyum bilesiklerini igeren dezenfektanlara ve antiseptiklere karsi gelisen
direng yaygindir (Langsrud, Sidhu, Heir, & Holck, 2003). Stafilokoklar ¢esitli viriilans
faktorlerine sahiptirler. Bu faktorler arasinda yer alan kapsiiler polisakkarit S.
aureus’ta bulunmaktadir ve serolojik olarak 11 farkl: tipi (CP 1-CP11) tanimlanmistir
(Khandke, Nonoyama, Hodge, & Nema 2012). Kapsiiler polisakaritler, kompleman ve
antikor aracili opsonizasyonu bozarak ve fagositozu inhibe ederek viriilansta rol
oynamaktadir (Gillaspy, Lee, Sau, Cheung, & Smeltzer 1998). Stafilokokal protein A
ve clumping (kiimelesme) faktor yiizey ile iliskili protein yapilaridir. Stafilokokal
protein A, dolasimdaki IgG'ye baglanan, kompleman sisteminin opsonizasyonunu
onleyen ve mikroorganizmayi fagositozisten koruyan bir hiicre duvari yapisidir (Van
Kessel, Bestebroer, & Strijp, 2014). Clumping faktor (CIf) proteini CIf A ve CIf B iki
adettir ve fibrinojene baglanarak S. aureus 'un kiimelenmesine neden olmaktadir (Ni
Eidhin ve ark 1998). CIf A, trombosit aktivasyonunda sorumludur (Loughman ve ark.
2005). Stafilokoklarin ekstraseliiller toksinleri arasinda hemolizinler, enterotoksinler,
Panton Valentine 16ykosin (PVL), toksik sok sendrom toksini (TSST) ve eksfoliatif
toksin bulunmaktadir. Hemolizinleri alfa, beta, gama ve delta toksinleridir. Bu
toksinlerin {iretimi suslara gore farklilik gostermektedir. S. aureus’un 23 farkh
enterotoksin bulundurdugu tanimlanmistir (Wilson ve ark., 2011). Stafilokokal
enterotoksinler (SE) ve stafilokokal enterotoksin benzeri (SEI) proteinler, orijinal
olarak S. aureus'ta tanimlanmis olan bir sliperantijenler ailesinde bulunmaktadirlar
(Hummerjohann, Naskova, Baumgartner, & Graber, 2014; Podkowik, Park, Seo,
Bystron, & Bania, 2013). Giiclii bir stafilokokal ekzotoksin olan PVL insanda
polimorf-niikleer hiicrelerin plazma zarina etki etmektedir (Kaneko, & Kamio, 2004).
TSST bir siiperantijendir ve konakta giliclii immun yanita sebep olarak virulansta rol
oynamaktadir (Kotb ve ark., 2002; Norrby-Teglund ve ark., 2000). Stafilokokal
eksfoliatif toksinleri, kimyasal yap1 olarak serin proteazlardir ve derideki dezmozomal
proteinleri hidrolize eder (Bukowski, Wladyka, & Dubin, 2010). Stafilokoklarin
ekstraseliiller enzimleri koagiilaz, stafilokinaz, niikleaz ve proteazlardir. Koagiilaz
protrombine baglanarak aktivasyona neden olmakta ve bdylece fibrinojeni fibrine
dontistirmektedir. Bu da plazma veya kanin pihtilasmasimi tesvik etmektedir

(McAdow, Missiakas, & Schneewind, 2012). Stafilokinaz, fibrin pihtilarinin



pargalanmasi i¢in plazminojeni uyaran ve ardindan bakteri yayilimi saglayan hiicre
dis1 bir enzimdir (Christner, & Boyle, 1996; Mdlkanen, Tyynela, Helin, Kalkkinen, &
Kuusela, 2002). Stafilokokal niikleaz DNA ve RNA substratlarin1 yok eden endo- ve
ekso-niikleaz olmak iizere iki tiptir (Heins, Suriano, Taniuchi, & Anfinsen, 1967).
Serin proteazlar, metalloproteazlar ve sistein proteazlar olmak iizere iig tip stafilokokal
proteaz bulunmaktadir ve konak savunmasindan kaginma ve bakteri yayiliminda

onemli bir rol oynamaktadirlar (Dubin, 2002).
2.2. Epidemiyoloji ve Klinik Onem

Stafilokoklar yukarida da agiklandig1 gibi ¢cevresel kosullara dayanikli olmalari
nedeni ile insan viicudunda, hayvanlarda ve toprak, su, hava, yiyecekler gibi bircok
farkli gevresel ortamda bulunabilirler (Kloos, 1997; Kloos, & Schleifer, 1975a; Kloos,
Schleifer, & Smith,1976; Vora, Senecal, & Schaffner, 2003).

Stafilokoklar insanlar, kediler, kopekler, diger memeliler ve kuslarda deri,
mukoz membranlar, sindirim, solunum yollar1 ve iirogenital sistemin normal
bakteriyel florasinin bir boliimiinii olustururlar (Abraham, Morris, Griffeth, Shofer, &
Rankin, 2007; Kasprowicz ve ark., 2011; Rich, 2005; Stepanovic, Jezek, Vukovic,
Dakic, & Petras, 2003).

Stafilokoklar oportunistik karakterleri ile normal floranin bir pargasini
olusturmanin yani sira, hayvanlarda ve insanlarda viicudun farkli bolgelerinde ¢ok
cesitli ve genellikle piyojenik seyreden enfeksiyonlara neden olabilirler (Begier ve
ark., 2004; Kloss, & Musselwhite, 1975; Rich, 2005; Scott, Miller, & Griffin, 2001).
Yasami tehdit eden bakteriyemi vakalarina da neden olabilir ve 6zellikle insanlarda S.
aureus kaynakli nozokomiyal enfeksiyonlar ciddi mortalite ile iligskilendirilirler
(Turnidge ve ark., 2009). Ayn1 zamanda bazi enterotoksinler tireten tiirler tarafindan,
Stafilokok kaynakli gida zehirlenmesi (SFP) olusabilmektedir (Podkowik, ve ark.,
2013). SFP siit, krema, peynir, jambon, sosis, salata, mantar ve pismis yemekleri gibi
gida tiirlerinden kaynaklanmakta ve tilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gdstermektedir
(Hennekinne, De Buyser, & Dragacci, 2012). Ozellikle S. aureus’un SFP’ne sebep
olan en yaygin tiir oldugu bilinmekle birlikte KNS tiirlerinin de SFP sebep oldugu
goriilmustir (Podkowik ve ark., 2013). Ancak heniiz KNS tiirlerinin enterotoksik

etkisi tam anlamiyla karakterize edilememistir. SFP’de gdzlenen en yaygin stafilokok



enterotoksinleri (SE), enterotoksin A ve enterotoksin D’dir (Balaban & Rasooly,
2000). SE’ler SFP’nin yani sira non-spesifik olarak poliklonal T-hiicre gelisimi ile
birlikte asir1 sitokin iiretimi ile sonuglanan immun yanita ve ardindan toksik sok
sendromuna neden olabilmektedir (Hummerjohann ve ark., 2014).

S. aureus i¢in insan burnu ekolojik nis olarak kabul edilir ve bogaz, koltuk alti,
perineum, kasik gibi viicut bdliimlerinde de kolonize olmaktadir (Kluytmans, van
Belkum, & Verburgh, 1997; Williams, 1963). S. aureus’un nazal tasinmasi ii¢ tipe
ayrilmakta bunlar ise kalici tasiyicilik (persistent carriage), aralikli tasiyicilik
(intermitent carriage) ve tasiyict olunmama durumu (non-carriage)’dur (Becker ve
ark., 2015). S. aureus’un nazal taginma oranlar1 yapilan ¢alismalarda populasyona
bagli olarak farklilik gostermektedir (Armstrong-Esther, 1976; Graham, Lin, &
Larson, 2006). Abdullahi ve ark. (2021) tarafindan sunulan derlemede, hayvanlarla
iligkili mesleki kolonizasyon riski olan veya olmayan saglikli kisilerde nazal S. aureus
kolonizasyonu incelenmistir. Bu konu ile ilgili 2000 ve 2021 yillar1 aras1 yapilan
arastirma sonugclar1 degerlendirilerek saglikli insanlarin % 15,9, gida ile calisanlarin %
7,8, veteriner hekimlerin % 34,9 ve hayvan yetistiricilerinin % 27,1 oraninda nazal S.
aureus bulundurduklari raporlanmistir. S. pseudintermedius insanlarda deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, kopek 1sirik yaralari ve siniizitis gibi enfeksiyonlara
neden olan diger bir koagiilaz pozitif tiirdlir (Somayaji, Priyantha, Rubin, & Church,
2016a; Stegmann, Burnens, Maranta,& Perreten, 2010; Talan, Goldstein, Staatz, &
Overturf, 1989; Viau, Hujer, Hujer, Bonomo, & Jump 2015).

S. capitis esas olarak yetiskin kafasinda, S. cohnii ayaklarda ve S.
saprophyticus geng kadinlarin idrarinda bulunabilmektedir (Bannerman, 2003; Kloos,
& Bannerman, 1994). Bu acidan degerlendirildiginde Stafilokok tiirleri farkli habitat
veya nis tercihi gosterebilmektedirler. insanlardan en sik izole edilen koagiilaz negatif
Stafilokok tiirleri S. epidermidis, S. haemolyticus ve S. hominis’tir (Otto, 2010; Piette,
& Verschraegen, 2009).

Veteriner hekimlikte S. aureus sigir, koyun, kegi ve at gibi hayvan tiirlerinde
mastitis, yara ve deri enfeksiyonlari, tavuklarda eklem enfeksiyonlari, muhabbet
kuslarinda ishal, domuzlarda botriyomikoz, S. epidermidis mastitis ve apseler, S hyicus
domuzlarda eksudatif dermatitis ve artritis, S. sapratphyticus iriner sistem

enfeksiyonlarina yol agarken, kedi ve kdpeklerde ise genellikle S. pseudintermedius, S



epidermidis, S. felis piyoderma, otitis, konjuktivitis, yara enfeksiyonlari gibi
enfeksiyonlara neden olabilirler (Songer, & Post, 2004; Rich, 2005 ).

Saglikli kedilerde KNS tiirleri KPS tiirlerine gore daha yiikksek oranda
bulunmaktadir (Biorewiec ve ark., 2019; Lilenbaum, Esteves, & Souza, 1999; Patel,
Lloyd, & Lamport, 1999). Saglikli kedilerde baskin KNS tiirleri S. felis, S. epidermidis,
KPS tiirler ise gogunlukla S. pseudintermedius’tur ve bunu S. aureus takip etmektedir
(Biorewiec ve ark, 2019; Lilenbaum ve ark., 1999; Older, Diesel, Starks, Lawhon, &
Rodrigues Hoffmann, 2021). Ancak kedilerde S. pseudintermedius kolonizasyon
prevalansinin kopeklere gore daha az oldugu bilinmektedir (Weese, 2012). Saglikli
kedilerden izole edilen Stafilokok tiirleri heterojen bir dagilim gosterebilir. Klinik
olarak saglikli kedilerin gesitli anatomik bolgelerinden S. schleiferi subsp. coagulans,
S. xylosus, S. haemolyticus, S. hominis, S. hyicus, S. capitis, S. warneri, S. simulans ve
S. saprophyticus izole edilmistir (Abraham ve ark., 2007, Cox ve ark., 1985;
Lilenbaum ve ark., 1999;). Iverson ve ark. (2015) stafilokoklarin kolonizasyon
bolgelerini tanimlamak icin yaptiklari calismada kedilerde KPS tiirleri, KNS tiirleri ve
S. aureus igin en duyarli bolgenin agiz, S. pseudintermedius igin en duyarli bolgenin
perineum oldugunu agiz, perineum, inguinal bdlge ve burun orneklerinin beraber
alindiginda izolasyon sansinin arttigini belirlemislerdir.

Stafilokoklar kedilerde idrar yolu enfeksiyonlari, deri enfeksiyonlari, otitis,
stomatitis, solunum yolu enfeksiyonlari, konjuktivitis, osteomyelitis, yumusak doku
ve yara enfeksiyonlar1 (operasyon bolgesi ile ilgili enfeksiyonlar dahil) ve endokarditis
gibi enfeksiyonlara sebep olurlar (Weese, 2012). S. felis deri enfeksiyonlarindan, otitis,
okiiler enfeksiyonlar, apse ve yaralardan izole edilmektedir (Igimi ve ark., 1989;
Litster, Moss, Honnery, Rees,&. Trott, 2007; Patel, Lloyd, Howell, & Noble, 2002;
Worthing ve ark., 2018b). S. pseudintermedius kedilerde deri enfeksiyonlari, iiriner
sistem enfeksiyonlar1 yara enfeksiyonlarindan izole edilmistir (Weese, & van
Duijkeren, 2010; Wettstein, Descloux, Rossano, & Perreten, 2008). S. epidermidis
kedilerde idrar yolu enfeksiyonlari, iirolithiasis, abse icerigi, konjuktivitis, korneal
tilser ve flegmon olgularindan, S. haemolyticus idrar yolu enfeksiyonlarindan izole
edilmistir (Kern, & Perreten, 2013). S. felis ve S. capitis alerjik deri yapisina sahip
kedilerde en yaygin tiirler olarak belirlenmistir (Older ve ark., 2021). Qekwana,
Sebola, Oguttu, & Odoi (2017) calismalarinda 2007-2012 yillar1 arasinda kedi
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orneklerini incelemiser ve kedilerde deri enfeksiyonlarinda en yaygin SIG tiirlerini
bulmuslardir. Deri 6rneklerinden ayni zamanda S. aureus, S. felis ve S. simulans
tiirlerini de izole etmislerdir.

S. pseudintermedius saglikli kopeklerde en yaygin tiirdiir. Primer olarak
kopeklerde anal mukoza ve burunda kolonize olur. Bunun yaninda agiz, yutak, alin,
kasik ve inguinal bolgeden de izole edilmektedir (Devriese, & De Pelsmaecker,1987).
Kanada’da saglikli kopeklerde yapilan calismada burun, agiz ve rektal bolgeden %
87,4 oraninda S. pseudintermedius izole edilmistir (Rubin, & Chirino-Trejo, 2011).
Bir y1llik siire boyunca, 11 saglikli kopegin tiiyleri (5 adet) ve mukozalarindan (7 adet)
aylik olarak alinan 6rnekler ile yapilan ¢alismada, en yaygin KPS’nin % 40,2 oran ile
S. (pseud)intermedius oldugu belirlenmistir. Ayni ¢aligmada en yaygin KNS’nin S.
xylosus oldugu bulunmustur (Cox ve ark., 1988). White ve ark. (1983) S. aureus’un
saglikli kopek viicutlarinda kolonize olma yetenegi oldugunu belirtmislerdir ancak S.
aureus’un izolasyon oranlari S. pseudintermedius ile kiyaslandiginda saglikli
kopeklerde kolonizasyon egilimi azdir (Griffeth, Morris, Abraham, Shofer, & Rankin,
2008). S. schleiferi’nin her iki alt tiirli de saglikli kdpek kulak kanalinda bulunmaktadir
ve Ozellikle S. schleiferi subsp. coagulans’in spesifik olarak kopeklerde kolonize
olabilecegi bildirilmistir (Weese, 2012). Yukarida saglikli kedilerde kolonizasyon ile
ilgili verilen Iverson ve ark. (2015) calismalarinda kdpekler de incelenmis ve kedilerde
oldugu gibi kopeklerde de ayni bolgelerin duyarli oldugu bulunmustur.

S. pseudintermedius kopeklerde siiperfisiyal (yiizeysel) ve derin piyoderma,
otitis, idrar yolu enfeksiyonlari, yara ve operasyon bolgesi enfeksiyonlarinin primer
nedenidir. Ayn1 zamanda bronkopneumoni, osteomyelitis, okuler enfeksiyonlar, ve
viicut bosluklarindaki enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus kopeklerde
piyoderma, otitis, idrar yolu enfeksiyonlari, osteomyelitis, operasyon bdlgesi
enfeksiyonlart ve bakteriyemiye neden olmaktadir. S. schleiferi subsp. schleiferi ve S.
schleiferi subsp. coagulans primer olarak kdpeklerde siiperfisiyal piyoderma ve otitise
neden olmaktadir. S. schleiferi kaynakli idrar yolu ve solunum yolu enfeksiyonlari ise
kopeklerde nadiren bildirilmektedir (Weese, 2012). Kopeklerde S. haemolyticus abse,
kronik konjuktivitis, idrar yolu enfeksiyonu, S. epidermidis solunum yolu enfeksiyonu,
otitis, S. hominis iilser ve otitis, S. capitis artritis, S. warneri otitis olgularindan izole

edilmistir (Kern, & Perreten, 2013). S. chromogenes, S. sciuri, S. aureus, S.
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saprophyticus, S. epidermidis, ve S. capitis kopek dermatitis olgularindan izole
edilmistir (Hauschild, & Wojcik, 2007).

Saglikli kedi ve kopeklerde Stafilokoklarin kolonizasyonlari ile ilgili yapilan
caligmalarda farkli anatomik bdlgeler ve farkli anatomik bolge kombinasyonlar
aragtirmalarda degerlendirilmesine ragmen, 6zellikle incelenmesi Onerilen anatomik
bolgeler bulunmamaktadir. Ancak kolonizasyonu belirlemede tek bir anatomik
bolgenin incelenmesi yerine birden fazla anatomik bolgenin incelenmesi izolasyon
oranlarimi arttirdigi bildirilmistir (Bierowiec, Ptoneczka-Janeczko, & Ryputa, 2016;
Iverson ve ark., 2015).

Stafilokok enfeksiyonlarinda bulasma direkt, indirekt temas ve aerosol yol ile
sekillenmektedir (Becker ve ark., 2015; Thompson, Bennett, & Walker 2011).
Ozellike saglik tesislerinde personelden eller ile hastadan hastaya veya kontamine
objeler ile bakteri tasinabilmekte ve personel rezervuar olabilmektedir (Albrich, &
Harbarth, 2008).

Genellikle travma yoluyla veya kateter uygulamalar1 gibi tibbi miidahaleler
sirasinda kutandz ve mukoz epitel bariyerindeki zedelenmeler sonucu stafilokok
kaynakli enfeksiyonlar olusabilmektedir. Konakgida bir patolojik durum olusmasi
konak, ¢cevre ve etken ile iligkili bircok duruma baglidir. Stafilokoklarin temel viriilans
faktorleri olan kapsiiler polisakkaritler, biyofilm formasyonu, Protein A ve Clumping
(kiimelenme) faktor gibi yiizey proteinleri, stafilokokal hemolizinler (alfa, beta, gama
ve delta toksinleri), stafilokokal enterotoksinler, Panton-Valentine 16kosidin (PVL)
ekzotoksini, toksik sok sendrom toksinleri, stafilokokal eksfoliatif toksinleri gibi
ekstraselliiler toksinleri ve koagiilaz, stafilokinaz, niikkleaz, proteaz, hyoluronidaz gibi
ekstraselliiler enzimleri ile konak¢inin bagisiklik tepkisinden kagmak i¢in cesitli
stratejilere sahiptir. Ayrica patojen, ¢cogu antimikrobiyal ajana kars1 da direngli hale
gelmistir (Algammal ve ark., 2020; Becker ve ark., 2015; Von Eiff, Peters, & Heilman,
2002).

Deri ve yara enfeksiyonlarindan ve otitis eksternadan izole edilen S.
(pseud)intermedius’ta eksfoliatif toksin geninin varligi, klinik semptomlar i¢in bir rolii
oldugunu gostermektedir (lyori ve ark.,, 2010; Lautz ve ark., 2006;). S.

pseudintermedius'un yiizey proteinlerinin de kopeklerde piyodermada viriilans
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belirleyicileri olmasit ve kopek korneositlerine adezyonda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Geoghegan, Smith, Spezialei, & Foster, 2009).

Stafilokoklar zoonotik karaktere sahiptir ve 6zellikle metisilin direngli (MR)
ve/veya ¢oklu antimikrobiyal direngli (MDR) Stafilokoklarin diren¢ kodlayan mobil
genetik elementleri, insanlar ile hayvanlarin yakin iliskisi ve mikrobiyotalarinin da
yakin temast sonucu capraz bulagma riskine neden olmaktadir (Atoum, Akel, &
Battikhi, 2003; Walther ve ark., 2012a; Weese, & van Duijkeren, 2010 ). insanlarda S.
pseudintermedius "un sebep oldugu kateter iligkili bakteriyemi olgular1 raporlanmis ve
bu durum pet hayvanlan ile temasla iligkilendirilmistir (Diaz, Gardner & Libertin,
2019; Vandenesch ve ark., 1995).

Multilocus sekans tiplendirme (MLST) yontemleri ile Stafilokoklar, klonal
kompleksler (CC) halinde diizenlenebilen sekans tiplerinde (ST) gruplandirilabilir.
Ayn1 zamanda Stafilokokal protein A (spa) geni sekans analizleri ile spa tipleri
belirlenebilir. Boylelikle insanlar ve hayvanlar arasinda ¢ogunlukla ortak bulunan
klonlar ve soylar belirlenebilmektedir (Kaspar ve ark., 2018; Paul, Moodley,
Ghibaudo, & Guardabassi, 2011). Ornegin; domuzlara spesifik ST398 MRSAya bagl
insanlarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlar tanimlanmistir (Golding ve ark., 2010; Kosecka-
Strojek ve ark., 2016). Bu ST’nin domuzlar ile ilgilenen ¢iftgilerde hizla kolonize
olmasi nedeni ile ¢iftlikle iliskili MRSA (farm-associated MRSA, FA-MRSA) veya
hayvancilikla iliskili MRSA (livestock-associated MRSA LA-MRSA) olarak
tanimlanmaya baglamigtir (Loo ve ark., 2007). Almanya’da petlerden izole edilen S.
aureus suslart ile Avrupa’da yaygin bulunan insan ST22 referans suslari arasinda
benzerlik bulunmustur. Bu da petler ve insanlar arasinda ¢apraz bulasmanin meydana
gelmis olabilecegini gostermektedir (Strommenger ve ark., 2006). ST9 LA-MRSA
suslarinin hem hayvan hem de insanlarda kolonize oldugu ve insanlarda hafiften
siddetliye degisen derecelerde enfeksiyonlara neden oldugu da bulunmustur (Chen, ve
ark., 2018; Jin ve ark., 2020). Italya’da yapilan arastirmada sigir izolatlar1 ve insan
izolatlarinin yiiksek (>%90 ila %100) benzerlikle ayn1t SCCmec tip [Va’y1 tasidigi ve
sigir izolatlarinin insanla iligkili CC1 ile genellikle tipik genetik Ozellikler
gosterdikleri saptanmistir (Alba ve ark., 2015). Cin’de yapilan arastirmada toplumla
iligkili MRSA (Community acquired MRSA, CA-MRSA) ST59 ve LA MRSA ST9

hem insanlarda hem de domuzlarda tanimlanmis ve izolatlarin genotipik ve fenotipik
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karsilastirilmalari sonucu kdylerde insanlar ve domuzlar arasinda MRS A'nin ¢ift yonlii
gecisinin gergeklestigini tanitmlanmustir (Bi ve ark., 2018). Tayland’daki kdpekler ve
insanlardan izole edilen metisilin direngli S. pseudintermedius’un (MRSP) genomik
karsilastirmali analizleri sonucu, insan ve kopek MRSP klonlar1 ST45, ST112 ve
ST181 olarak belirlenmis ve aralarindaki ST benzerlikleri ayni bulunmustur
(Phumthanakorn ve ark., 2021).

2.3. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyaller bakterilerin hiicre duvar1 sentezi, protein sentezi, folat
antagonistlerinin inhibisyonu ve bakteriyel niikleik asitlerin sentezini veya
metabolizmasini etkileme gibi ¢esitli mekanizmalar ile bakterisit veya bakteriyostatik
etki olustururlar. Genel bir ifade ile bakterilerin antimikrobiyal ajanlara kars:
duyarsizlasmast antimikrobiyal diren¢ olarak tanimlanir. Bakteriler cesitli
mekanizmalar ile antimikrobiyallere kars1 direng gelistirebilmektedir.

Stafilokoklardaki antimikrobiyal diren¢ ile ilgili insan ve veteriner
hekimliginde yapilan cesitli calismalar bulunmaktadir. Stafilokoklar i¢in Ulusal Saglik
Giivenligi Ag1 (National Healthcare Safety Network, NHSN), Avrupa Antimikrobiyal
Direng Siirveyans Sistemi (Antimicrobial Resistance Surveillance System, EARS),
Direngli Patojenlerin Siirveyansi i¢in Asya Ag1 (Asian Network for Surveillance of
Resistant Pathogens, ANSORP), Uluslararas1 Hastane Enfeksiyon Kontrol
Konsorsiyumu (International Nosocomial Infection Control Consortium, INICC) gibi
cevrimigi veya yaymlanmis direng verileri saglayan aglar kurulmustur (Becker ve ark.,
2015).

Hayvanlarda deri ve mukoz membranlarin florasinda bulunan Stafilokoklar
konakg¢isindaki diger bakteriler ile de yakin iliski igerisindedir ve bu durum direng
genlerini de bulunduran genetik elementlerin Stafilokoklarda tiir i¢i, tiirler aras1 ve
diger Gram pozitif tiirler ile degistirebilmelerine neden olur (Schwarz ve ark., 2018).

Stafilokoklarda en ¢ok dikkat ¢eken beta-laktam grubu antimikrobiyalle karsi
geligsen direnctir. Bu grupta yer alan penisilinin, Alexander Fleming tarafindan 1929
yilinda kesfinin ardindan, 1940’11 yillarda klinik kullanimi baglanmistir (Fleming,
1929; Henderson, 1997).
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Beta-laktam grubu antimikrobiyaller biyokimyasal agidan degerlendirildiginde
yapilarinda 3 Karbon ve 1 Nitrojen halkasi (beta-laktam halkasi) icermektedir. Beta-
laktam grubu antimikrobiyaller Penisilinler, Sefolosporinler, Karbapenemler,
Monobaktamlar, ve beta-laktamaz inhibitorleri olarak siniflandirilirlar. Penisilinler,
mantarlardan elde edilen dogal veya sentetik maddelerdir. Yapilarinda 6-
aminopeniclanic asit, tiazoldin halkasina baglanmis beta-laktam halkas1 ve yan
zincirleri bulundururlar. Penisilinler dogal penisilinler, penisilinaz direngli
penisilinler, aminopenisilinler, genis spektrumlu penisilinler ve aminopenisilin/beta
laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 olmak iizere 5 temel kategoriye ayrilmistir
(Miller, 2002; Pandey, & Cascella, 2020). Ayn1 zamanda penisilinler Stafilokokal
penisilinaz (beta-laktamaz) tarafindan hidrolize edilmelerine gore penisilinaz labil
(kararsiz) penisilinler ve penisilinaz stabil (kararli) penisilinler olarak iki gruba
ayrilabilmektedirler ve arastirmacilar tarafindan da bu terimler kullanilmaktadir (Dien
Bard, Hindler, Gold, & Limbago, 2014; Uddin, & Ahn, 2017). Beta-laktamaz
inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) kendi baslarima ¢ok az
antibakteriyel aktiviteye sahip olmalarina karsin beta-laktamazlara yiiksek afiniteye
sahiptirler. Beta-laktamazlarin bu inhibitorlere baglanmalari irreversible olarak
gelismekte ve boylece aktif beta-laktam (amoksisilin, piperasilin, vb.) beta-laktamazin

etkin bir sekilde bulunmadig1 ortamda mikroorganizmaya etki edebilmektedir.

Tablo 2. Penisilinler

Penisilin G sodyum

Penisilin m
Penisilinaz Labil (Kararsiz) enisilin G potasyu

- Dogal Penisilinler Penisilin G benzathine
Penisilinler* - .
Penisilin G prokaine
Penisilin V
- . Ampisilin
Penisilinaz Labil (Kararsiz) . - -
- Aminopenisilinler Amoksisilin
Penisilinler* -
Bakampisilin
Karbenisilin
Penisilinaz Labil (K: Mezlosilin
enisilinaz Labil (Karars1z) Genis Spektrumlu Penisilinler reziost
Penisilinler* Piperasilin
Tikarasilin
Metisilin
Penisilinaz Stabil (Kararli) L . . B Kloksacillin
Penisilinler* Penisilinaz Direngli Penisilinler Dikloksasin
Oksasilin
Amoksisilin/Klavulanik asit
Aminopenisilin/Beta-laktamaz inhibitér Kombinasyonlari Ampisilin/Stlbaktam

Piperasilin/Tazobaktam

*Stafilokokal penisilinaz tarafindan hidrolize edilir. ** Stafilokokal penisilinaz tarafindan hidrolize
edilmez.
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Sefolosporinlerin yapisin1 7-aminosefalosporanik asit, dihidrotiazin halkasi ve
beta-laktam halkasi olustururlar. Gergek sefalosporinler, Cephalosporium
acremonium’un yaygm 7-aminosefalosporanik asidini igerirler. Sefamisinler ise
Streptomyces derivatlaridir (sefotetan, sefoksitin) ya da kiikiirt (latamoksef) yerine
oksijen kullanilarak {iretilen sentetik derivatlardir. Sefalosporinler genis bir
antimikrobiyal aktivite yelpazesine sahiptir. Siniflandirmalarinda ‘kusak-nesil’
terimleri kullanilmaktadir. Her bir kusagin birbirine gére avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Sefolosporinlerin kusaklari ve ilgili kusakta yer alan antimikrobiyaller

Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Sefalosporinler

Sefasetril
Sefhaloridin
Birinci Kusak Sefalosporinler Sefalotin
Sefapirin
Sefazolin
Sefadroksil

ikinci Kusak Sefalosporinler Sefadrin
Sefaleksin
Sefaklor

Sefotetan
Ukgiincii Kusak Sefalosporinler Sefoksitin
Sefuroksim

Sefamandol

Sefotaksim
. Seftiofur
Dérdiincii Kusak Sefalosporinler .
Seftriakson

Latamoksef

Sefetamet
Besinci Kusak Sefalosporinler Sefiksim
Sefpodoksim

Sefoperazon

Sefovesin
Altine1 Kusak Sefalosporinler .

Sefsulodin

Seftazidim

Sefepim
Yedinci Kusak Sefalosporinler Sefkuinom

Sefpirom

Birinci kusak sefolosporinler; dncelikle Gram pozitiflerde etkili, ikinci kusak
sefalosporinler;  Gram-pozitif ve Gram-negatiflere etkili, T{glincii kusak

sefalosporinler; Gram-pozitiflere azalan Gram-negatiflere artan etkili, dérdiincii kusak
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sefalosporinler; Gram-pozitif ve Gram-negatiflere etkili antimikrobiyalleri igerir.
Besinci ve altinci kusak sefoloporinler dordiincii kusak sefalosporinlere benzer etki
gostermektedir. Yedinci kusak sefalosporinler bazen altinci kusak olarak
tanimlanabilmektedir. Ozellikle Enterobacteriaceae bakterilerine kars1 yiiksek etki
gostermektedir. Birinci kusak sefalosporinler baslangicta penisilinaz direngli
stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla kullanilmigtir (Prescott, 2013).
Karbapenem ve monobaktam sinifi antimikrobiyaller insan hekimligine girmistir
ancak hayvan sagliginda kullanimlar1 onaylanmamaistir (Prescott, 2013).

Penisilinin ilk kullanimindan itibaren 3 yil igerisinde S. aureus’ta direng
gozlenmeye baslanmis ve 1948’de hastane suslarinin % 50°si, 1957°de % 80’1 direngli
bulunmustur (Gootz, 1990). Ilk semisentetik penisilinaz direncli penisilin olan
metisilin 1950’lerin sonlarinda kullanilmaya baslanmis ardindan kisa siire igerisinde
MRSA suslar1 raporlanmistir (Barber, 1961; Jevons, 1961). MRSA, 1970’li yillarda
ABD’de ciddi bir sorun olusturmus ve Ingiltere, irlanda gibi baska iilkelerdeki
hastanelerde de sporadik sekilde sorunlar baglamistir (Cooke ve ark., 1986; Panlilio ve
ark., 1992). MRSA, 1990’lara gelindiginde diinya capinda ciddi bir hastane
enfeksiyonu nedeni haline gelmistir (Anonim, 2001; Ayliffe, 1997). Ge¢miste S.
(pseud)intermedius izolatlar1 genellikle penisilinaz stabil beta-laktamlara duyarli
bulunmustur (Medleau, Long, Brown, & Miller, 1986; Pellerin, Bourdeau, Sebbag, &
Person, 1998; Werckenthin, Cardoso, Martel, & Schwarz, 2001). Ilk fenotipik
metisiline direngli S. (pseud)intermedius (MRSP) suslari, 1980’lerin ortalarinda
Fransa’da saglikli kopeklerden ve piyodermali kdpeklerden izole edilmistir (Pellerin
ve ark., 1998). ilk mecA geni ise kopek piyoderma izolatinda 1999°da ABD’de ve
2005’te Avrupa’da rapor edilmistir (Gortel ve ark., 1999; Loeffler ve ark., 2007).
Ancak bu suslar sporadik olarak gbézlenmis ve daha sonra MRSP suglar1 artmaya
baslamistir (Bond, & Loeffler, 2012; Hanselman, Kruth, & Weese, 2008; Sasaki ve
ark., 2007; Vengust, Anderson, Rousseau, & Weese, 2006; Zubeir ve ark., 2007). Bu
durum giiniimiizde hem veteriner hekimlikte hem de insan hekimliginde dnemli sorun
olusturmaktadir.

Beta-laktam antimikrobiyalleri, peptidoglikan sentezinin son asamasina
miidahale ederek bakteri hiicre duvarmin olusmasini engeller. Hiicre duvarimi

olusturan glikopeptid polimer birimlerinin ¢apraz baglanmasini katalize eden penisilin
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baglayici proteinler (PBP’ler) olarak adlandirilan transpeptidaz ve diger peptidoglikan
aktif enzimlerinin aktivitesini inhibe ederler. ilaglar bakterisidal bir etki gdsterir, ancak
yalnizca biiyiiyen hiicrelerin, yani aktif hiicre duvari sentezi gegiren bakterilerin
lizisine neden olurlar (Prescott, 2013).

Beta-laktam grubu antimikrobiyallere kars1 direng iki mekanizma ile
gerceklesir. Bunlardan birincisi beta-laktamaz iiretimi digeri ise alternatif bir Penisilin
baglayan protein (PBP) sentezidir.

Beta-laktamaz enzim {iretimi blaZ geni tarafindan kodlanir. blaZ, Tn552
transpozonunda tanimlanmistir (Rowland, & Dyke, 1989). Plazmidler ve kromozomal
DNA’da da saptanabilmektedir (Lyon, & Skurray, 1987). S. aureus’a ait dort tip
penisilinaz (A-D) tanimlanmistir ve tiimii Ambler sinif A beta-laktamazlar arasinda
yer almaktadir (Kaase, Lenga, & Friedrich, 2008; Zygmunt, Stratton, &Kernodle,
1992). A, C ve D penisilinaz tipleri genellikle plazmidler tarafindan kodlanirken, B
tipi ise kromozom iizerinde kodlanmaktadir (Nannini ve ark., 2009; Olsen,
Christensen, & Aarestrup, 2006). blaZ tarafindan kodlanan beta-laktamaz enzimi ile
penisilinaz labil penisilinlere direng saglanmaktadir (Schwarz ve ark., 2018). Bu enzim
beta-laktam halkasini hidrolize ederek beta-laktam grubu antimikrobiyalleri inaktive
eder.

Beta-laktam grubu antimikrobiyallere karsi direngte diger mekanizma mecA
geni aracilifiyla gerceklesir. Bu gen bakteri kromozomunda, Stafilokok kaset
kromozomu (SCCmec) olarak adlandirilan hareketli genetik element {izerinde bulunur.
Alternatif Penisilin Baglayan Protein (PBP) olan PBP-2a’y1 kodlar. PBP-2a, beta-
laktam antimikrobiyalleri tarafindan inhibe edilemeyen bir transpeptidazdir ve bu
antimikrobiyallerin varliginda Stafilokoklar hiicre duvar: sentezinde alternatif olarak
mecA geninin kodladigi bu proteini kullanirlar. PBP-2a ile seftarolin ve seftobiprol
(anti-MRSA sefalosporinler) disindaki tiim beta-laktam grubu antimikrobiyallerine
afinite distiriilerek direng saglanir (Lim, & Strynadka; 2002) Diger bir ifade ile
penisilinaz labile penisilinler, penisilinaz stabil penisilinler, beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlari, sefalosporinler ve karbapenemler olmak iizere tiim beta-laktam
grubu antimikrobiyallere diren¢ saglanmaktadir. S. aureus dort dogal PBP igerir
bunlar; PBP1, PBP2, PBP3 ve PBP4’tiir. Beta-laktamlarin varliginda transpeptidaz
aktivitesine sahip bu dort PBP inhibe edildiginde, PBP-2a ile peptidoglikan ¢apraz bag
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olusumu devam edebilmektedir (Fishovitz, Hermoso, Chang, & Mobashery, 2014).
Metisiline duyarli S. aureus suslarnin, koagiilaz negatif Stafilokok suslarindan
SCCmec elementinin alinmasi yoluyla metisiline direncli hale geldigi ve bunun birgok
durumda olusabilecegine dair kanitlar vardir (Robinson, & Enright, 2004).
Glinlimiizde metisilin {iretilmemesine karst mecA geninin aracilik ettii direng
metisilin direnci olarak ifade edilir. Bu terim yerlesmis bir terimdir ve beta-laktam
grubu antibiyotiklere karsi direnci kapsamaktadir (Paterson, Harrison, & Holmes,
2014).

Fenotipik olarak metisilin direngli ancak mecA geni tasimayan ve mecA geninin
kodladigi PBP-2a ile agliitinasyon vermeyen Stafilokoklarda metisilin direnci
kodlayan farkli bir mecA homologu (mecAcLcazs: ) kesfi ile metisilin direncine yeni bir
yaklasim gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Bu kesif Garcia-Alvarez ve ark. (2011) sigir
mastitis 6rnekleri ile yaptiklart ¢alisma sonucunda gergeklesmis, bu yeni tip izolatlar
tim gen dizileme islemine tabi tutulmustur ve metisilin direnci kodlayan farkl: bir
mecA homologu (mecAcLcazs1 ) bulunmustur. Daha sonra Ito ve ark. (2012) tarafindan
yapilan ¢alismalar sonucu mecA homologu (mecAicazsi) mecC olarak yeniden
adlandirilmigtir. mecA ve mecC genlerinin kodladiklari PBP-2a arasinda belirgin
biyokimyasal farklar bulunur ancak her iki gen de metisilin direnci saglamaktadir.
MRS’ nin saptanmasinda altin standart yontem PCR ile mecA geninin teshisidir
(Paterson ve ark., 2014; Van Duijkeren ve ark 2014;). Ancak mecC geninin kesfi ile
bir Stafilokok susunun kesin olarak MRS olarak tanimlanmasi i¢in her iki gen
bolgesininde incelenmesi gerekir.

Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda mecA tasiyiciliginin yanisira daha
az oranda da olsa mecC geni tasiyan MRSA suslar1 tespit edilmistir. S. aureus
disindaki diger Stafilokok tiirlerinde de mecA ve mecC genleri saptanmistir.
Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda mecC geni mastitisli ineklerden, kedi, kopek, rat,
kobay, ispinoz kusu, tavsan ve koyundan izole edilen S. aureus suslarinda
belirlenmistir (Medhus, Slettemeas, Marstein, Larssen, & Sunde, 2013; Paterson ve
ark., 2012; Walther ve ark., 2012b). Japonyada bir yaris atinin enjeksiyon bolgesinde
olusan yaradan alinan 6rnekte hem mecA hem de mecC genlerini bir arada bulunduran
S. aureus saptanmustir (Sekizuka ve ark., 2020). Ispanya’da 3 farkli yabani tavsandan

izole edilen S. aureus’ta mecC geni bulunmustur (Ruiz-Ripa ve ark., 2019). Tiirkiye’de
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mastitisli inek siitlerinden mecC geni bulunduran MRSA tespit edilmistir (Sayin ve
ark., 2016). Avusturya’da bir vasaktan izole edilen S. stepanovicii, Fransa’da mastitisli
inekten izole edilen S. xylosus, Belgika mavisi sigirin sezaryen yarasindan izole edilen
S. siciuri susu mecC geni tasiyan diger Stafilokok tiirleridir (Harrison ve ark., 2013;
Loncaric ve ark., 2013). Loncaric ve ark. (2019a) yabani ve evcil hayvanlardan izole
edilen koagiilaz negatif Stafilokoklarda mecC gen varligini arastirdiklar ¢alismada,
Avrasya su samuru, kizil tilki ve vasaktan izole edilen S. stepanovicii suslarinda,
kunduzdan izole edilen S. caprae’da, kahverengi rattan izole edilen S. xylosus 'a,
kediden izole edilen S. warneri’de mecC geni saptamis ve sigir, koyun, kegi, buzagi
ve alpakadan izole edilen S. sciuri’de hem mecA hem mecC geni saptamiglardir.
Almanya’da kopekler ve sahiplerini igeren c¢alismada mecA geni tasiyan S.
pseudintermedius (Walther ve ark., 2012a), iran’da kedi, kopek ve veteriner hekimleri
igeren ¢alismada, mecA geni tagiyan S. aureus ve S. pseudintermedius (Tabatabaei ve
ark., 2019), Avusturya’da pet hayvanlarindan yapilan ¢alismada mecA geni tastyan S.
pseudintermedius, S. epidermidis, S. warneri, S. cohnii, S. hominis, S. siciuri, S.
haemolyticus, S. fleuretti, S. lentus izole edilmistir (Loncaric ve ark., 2019b).
Ulkemizde kedi ve kopeklerde Stafilokok varligini ve metisilin direncini
inceleyen ¢esitli ¢calismalar bulunmaktadir. Saglikli kopeklerin burunlarindan izole
edilen 80 adet S. aureus izolatinda metisilin direngliligini belirlemek amaciyla mecA
geni varligi arastirilmis ve 3 adet S. aureus susunda mecA geni saptanmistir (Findik,
Akan, Onuk, Cakiroglu, & Ciftci, 2009). Otitis externa, piyoderma ve deri yarasi
bulunan 96 kdpekten izole edilen 54 adet koagiilaz pozitif Stafilokok (33 adet S. aureus
ve 21 adet S. intermedius) izolatt mecA geni varlig1 yoniinden arastirilarak metisilin
direnci degerlendirilmis ve 4 adet S. aureus ve 1 adet S. intermedius susunda mecA
geni saptanmugtir (Oztiirk, Avki, Tiiriitoglu, Yigitarslan, & Sagnak, 2010). Bagcigil ve
ark. (2012) tarafindan yapilan bir caligmada, fakiilte ve kliniklerde calisan 18
personelden nazal svab ve 7 kedi, 21 kopekten alinan nazal ve oral svablar ve 33 adet
cevresel svabtan MRS varlig: arastirilmis ve toplamda 41 adet KNS izolatinda mecA
geni saptanirken MRS A ’ya rastlanmamistir. Aslantas, Tilirkyillmaz, Yilmaz, & Yilmaz
(2013) 162 adet kopek nazal svab ornegi ile yaptiklari ¢alismada, mecA aracili
MRS’nin prevalansi arastirilmis ve ¢alisma sonucunda 25 adet MR S. epidermidis, S.

lentus, S. hominis, S. warneri, S. arlettae ve S. haemolyticus izole edildigi

20



bildirilmigtir. Deri enfeksiyonu bulunan 53 kopekten elde edilen 33 adet S.
pseudintermedius izolatinda mecA geni varligimi incelenmis ve 11 adet S.
pseudintermedius susunda mecA geni saptanmustir (Sareyyiipoglu, Miistak, Cantekin,
& Diker, 2014).

Beta-laktam direncinin tanimlanmasinda dikkate alinmasi gereken bir diger
nokta smirli oksasilin direngli S. aureus (Borderline Oxacillin Resistant
Staphylococcus aureus, BORSA) suslarinin belirlenmesidir. BORSA suslari heniiz net
olarak anlagilmamuistir. Bu suslar mecA ve mecC geni tasimazlar ancak fenotipik olarak
metisilin direnci gosterirler. Olusturduklari direng beta-laktamaz enzimin asir1 tiretimi
veya bazi durumlarda PBP genlerindeki nokta mutasyonlar ile iliskilendirilmistir.
Ancak daha ¢ok beta-laktamaz enzimin asir1 tiretimi ile iligkili Staphylococcus aureus
suslart BORSA, PBP genlerindeki mutasyonlarla iligkili Staphylococcus aureus suslari
ise Modifiye Staphylococcus aureus (MODSA) olarak tanimlanir (Hryniewicz, &
Garbacz, 2017; Shore, & Coleman, 2013). BORSA suslar1 metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ya da metisiline duyarli Staphylococcus aureus
(MSSA) olarak smiflandirilamazlar. Genellikle beta-laktamaz enzimleri sif II
plazmidler tarafindan kodlanir ve ortamda bulunan antibiyotikler tarafindan
indiiklenerek salgilanirlar (Keseru, Gal, Barabas, Benko, & Szab6, 2005). BORSA
suslarinin penisilinaz direngli penisilinlere (PRP) kars1 beta-laktamaz asir1 iiretimine
bagli olusan direnci klavulanik asit veya siilbaktam gibi enzim inhibitorleriyle
engellenmektedir. Bu amacgla BORSA suslarinin amoksisilin, ampisilin, amoksisilin
klavulanik asit ve ampisilin siilbaktam antibiyotikleri yoniinden birlikte
degerlendirilerek, MRSA suslarindan ayrimi yapilmaktadir (Hryniewicz & Garbacz,
2017). Ancak kistik fibrozisli hastalarda yapilan ¢alismada izole edilen S. aureus
suslarininin beta-laktamaz enzim inhibitorleri varliginda oksasilin kars1 olusan direng
degismemistir (Leahy ve ark., 2011). Bunun sebebinin beta-laktamaz asir1 iiretimi ile
ilgili degil PBP deki nokta mutasyonlarindan kaynaklandigi bulunmustur. Bu suslarin
BORSA’dan ayrilmasi i¢in MODSA olarak ifade edilmistir. BORSA suslarinda
termoniikleaz veya koagiilaz gibi tiire 6zgii proteinleri ve Panton-Valentine toksininin
ekspresyonundan sorumlu PVL lokusu bulunmaz. Blondeau ve ark. (2021) tarafindan

simirli oksasilin direngli S. pseudintermedius (Borderline Oxacillin Resistant S.
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pseudintermedius, BORSP) romatoid artritisli bir insandan izole edilmistir ve bu
insanlardaki rapor edilmis ilk BORSP olgusudur.

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) ve Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezleri (CDC) tarafindan olusturulan uluslararas1 terminolojiye gore,
coklu ilag direnci (MDR) {i¢ veya daha fazla antimikrobiyal grupta yer alan en az birer
ajana kars1 kazanilmis direng olarak tanimlanmaktadir. Gagetti ve ark. (2020)
tarafindan Arjantin’de bir insandan izole edilen MRSP ST1412 izolati alt1
antimikrobiyal ajan sinifina fenotipik ve genotipik olarak direngli bulunmustur. Petler
ve sahiplerinde KNS tiirlerini arastirildign ¢alismada MDR % 68,4 oraninda bulunmus
ve MDR suslarinin daha ¢ok insanlar ile iligkili suslar oldugu saptanmistir (Gémez-
Sanz, Ceballos, Ruiz-Ripa, Zarazaga, & Torres, 2019). Kanada, ABD, Danimarka,
Almanya, Fransa, Italya, Isvec, Isvigre ve Hollanda'daki képeklerden elde edilen
epidemiyolojik olarak alakasiz 103 MRSP izolat1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada beta-
laktam direncine ek olarak 11 farkli antimikrobiyale diren¢ gdzlenmis ve tim
izolatlarin % 80’i yedi veya daha fazla antimikrobiyalle direngli bulunurken, sadece
% 3’1 B-laktamlar disindaki tiim antimikrobiyallere duyarli bulunmustur (Perreten ve
ark. 2010). Hindistan’da peritonitli bir kediden MDR S. pettenkoferi tanimlanmistir
(Dutta ve ark., 2018). MDR S. haemolyticus, dort ayr1 hayvan kafesinin tabanindan ve
bir kedinin ameliyat sonrasi yara enfeksiyonundan izole edilmistir ve tiim izolatlar
mecA, blaz, tetK (tetrasiklin), ermB (makrolidler) ve cat (kloramfenikol) direng
genlerini bulundurdugu ve ayrica bir izolatta gentamisine direng kazandiran aacA-

aphD geni tagindig1 saptanmistir (Sidhu, Oppegaard, Devor, & Sorum, 2007).
2.4. Laboratuvar Tanisi

Kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp. enfeksiyonlarinin tanisi amaciyla
secilecek ornekler genel prensiplere gore enfeksiyon ile ilgili bolgelerden alinmalidir.
Ornegin; deri enfeksiyonlari, otitis, stomatitis, konjuktivitis, yumusak doku ve yara
enfeksiyonlar1 icin svap Ornekleri, solunum yolu enfeksiyonlari i¢in transtarakeal
yikanti icerigi, burun akintisi ile bulagmis svaplar, osteomyelitis i¢in biyopsi, abse igin
igerik, idrar yolu enfeksiyonlar1 i¢in sistosentez ile alinan idrar Grnekleridir. Svap

ornekleri toplanirken izolasyon sansinin iist diizeyde tutulmas1 amaciyla enfeksiyonla
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ilgili bolgede basing uygulayarak siiriintii 6rnegi alinmalidir (Baron, 2015; Quinn ve
ark., 2011).

Staphylococcus spp.’nin temel izolasyon prosediirii i¢in drneklerden Kanli agar
(KA) gibi temel besiyerine koloni morfolojilerini net gorebilmek igin separe ekim
yontemi ile inokiilasyon gergeklestirilir (Kasprowicz, Bialecka, & Bialecka, 2018).
Bakteriyel iireme KA’da genellikle 35-37 °C’de aerobik atmosferde 18-24 sa
igerisinde kolonilerin olusmasi ile gozlenir. Koloniler 1-3 mm ¢apinda yuvarlak,
kabarik, piiriizsiiz ve parlaktir. Kolonileri beyaz, sar1 ve altin rengi arasinda farklh
tonlarda olabilmektedir. Koloni renklerinin yogunlugu 151k, sicaklik, besiyeri bilesimi
gibi kiiltiir kosullarina baghdir. KA’da hemoliz olusumu bir¢ok Staphylococcus spp.’
de gozlenir. (Kasprowicz ve ark., 2018). Stafilokok enfeksiyonlarinin rutin tanisinda
izolasyon amaciyla Baird Parker agar (BPA), Mannitol Salt agar (MSA), SASelect
agar, Columbia colistin-nalidixic acid agar (CCNA), Phenylethl Alcohol agar gibi
selektif besiyerleri ve CHROMagar Staph aureus, Brilliance Staph 24 agar, chromID
S. aureus kromojenik besiyerleri kullanilmaktadir. BPA, glisin, kazeinin, piruvat 6zii,
sigir Ozii, lityum kloriir, maya 6zl icerir ve ayrica yumurta ve telliirit emiilsiyonu
eklenebilir. Koagiilaz pozitif stafilokoklarin selektif izolasyonu ve sayimi igin
kullanilir (Kasprowicz ve ark., 2018, Becker, 2015). Bu besiyerinde S. aureus'un
potasyum telliiriti indirgemesi ve yumurta sarisini proteolize etmesi ile lipaz aktivitesi
saptanir. Lityum kloriir ve telliirit, koagiilaz pozitif stafilokoklar1 inhibe etmeden ¢ogu
bakterinin biiylimesini baskilayan selektif faktorlerdir. Piruvat ve glisin
Stafilokoklarin biiyiimesini uyarir. Inkiibasyon periyodundan sonra S. aureus, belirgin
siyah koloniler olusturur ve potasyum telliiriti indirger. Yumurta sarisinin proteolizi
nedeniyle kolonilerin ¢evresinde berrak bdlgeler olusabilir ve lipaz aktivitesi
nedeniyle opak bir ¢okelme bolgesi olusabilmektedir (Kasprowicz ve ark., 2018).

Saglikli hayvanlara ait orneklerden Staphylococcus spp. kolonizasyonunu
tespit etmek amaciyla yapilan arastirmalarda ilk olarak on zenginlestirme islemi
uygulanmaktadir. Bunun i¢in Staphylococcus spp.’nin liremesini destekleyen sodyum
klorid ¢esitli oranlarda (% 2,5, % 6, % 6,5) Tryptic Soy Broth (TSB) veya Miieller
Hinton Broth (MHB) besiyerlerine eklenir. Ornekler bu sivi besiyerlerine aktarilarak
18-20 sa 35-37 °C’de aerobik kosullarda inkiibe edilir ve ardindan Mannitol Salt agar,

Baird Parker gibi selektif besiyerlerine veya kromojenik besiyerlerine inokule
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edilmektedirler (Buyukcangaz ve ark., 2013; Huang, & Chou, 2019; Rynhoud ve ark.,
2021; Van Balen, Landers, Nutt, Dent, & Hoet, 2017; Van Duijkeren ve ark.,
2010;Yadav, Kumar, Singh, Jayshree, Yadav, 2018).

Besiyeri tizerinde olusan kolonilerin dncelikle makroskobik morfolojileri ve
ardindan Gram boyama ile mikroskobik morfolojileri degerlendirilir. Gram pozitif kok
mikroskobik morfolojisine sahip koklarin temel ayrimi icin katalaz testi ve katalaz
pozitif koklarin ayrimi iginde oksidaz testi uygulanmaktadir. Stafilokoklarin diger
Gram pozitif koklardan ayirt etmek i¢in kullanilan bir bagka yontem de furazolidon
duyarhilik testidir. Bu testte Staphylococcus spp. duyarli iken digerleri direnglidir
(Kasprowicz ve ark., 2018). Gram pozitif kok mikroskobik morfolojisine sahip katalaz
pozitif, oksidaz negatif, (O/F) testi fermentatif 6zellikteki koloniler Staphylococcus
spp. olarak cins diizeyinde tanimlanmaktadir (Quinn, Carter, Markey, & Carter, 1994).

Tarihsel agidan bakildiginda, 1975 yilina kadar Stafilokoklarin tiir diizeyinde
identifikasyonu amaciyla Baird Parker tarafindan Onerilen klasifikasyon
kullanilmistir. Kloos ve Schleifer (1975b) tarafindan 6nerilen ve koagiilaz aktivitesi,
nitratlarin indirgenmesi ile aerobik asit iiretimi gibi 13 karakteristik 6zellige dayanan
sema rutin laboratuvarlarda kullanilmistir. Giiniimiizde ise insan ve hayvan
hekimliginde klinik olarak 6nemli tiirler ve diger tiirler, koagiilaz tiretimi, clumping
(kiimelesme) faktor, protein A, ve kapsiiler polisakkaritler i¢in hizli agliitinasyon
testleri, novobiosin ve polimiksin B duyarliligi gibi temel 6zellikler ile ve klasik
fermentasyon, oksidasyon, ¢esitli substratlarin hidroliz deneyleri ticari manuel ve
otomatik biyokimyasal sistemler ile tanimlanabilmektedirler (Becker ve ark., 2015).

Stafilokok tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan mikro identifikasyon kitleri
ve otomatize identifikasyon sistemleri; ID 32 STAPH (BioMerieux), RAPIDEC
Staph, APl STAPH VITEK, Vitek 2 (BioMerieux), MicroScan Pos ID paneli,
MicroScan Rapid Pos ID paneli (Baxter Diagnostics Inc.), Crystal Gram-pozitif
tanimlama sistemi, Crystal hizli Gram-pozitif tanimlama sistemi, BD Phoenix
(Becton, Dickinson and Company), Pasco MIC/ID Gram pozitif paneli (MIDI Inc.) ve
GP MicroPlate test panelidir. Stafilokoklar1 tanimlamak i¢in biyokimyasal testler
kullanmanin yan1 sira MIDI Sherlock tanimlama sistemi gibi kromatografik yontemler

de uygulanabilir. BD Phoenix otomatize sisteminde Gram pozitif panellerde kullanilan
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test substratlar1 ve ¢alisma prensibi Tablo 4’te ve tanimlanan Stafilokok tiirleri Tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo 4. BD Phoenix otomatize sisteminde Gram pozitif panel icerisinde yer alan
reaktif maddeler

Substrat Prensibi
Selobiyozid Prolin
. Piroglutamik
Alanin .
asit

Glikozid Triptofan
Fenilalanin Fosfat . o

L. o Amit veya glikozidik bagin enzimatik hidrolizi bir floresan kumarin veya 4-
Metionin Glikozid . . )

. o o . metilumbelliferon tiirevi ¢gikmasina neden olur.
Arginin-Arginin Glisin-Prolin
Glukuronid Arginin
Asetli-Galikozaminid Trehaloz-Fosfat
Histidin Izolokin
Galaktozid

o o Antimikrobiyal maddeye direng resazurin bazli gostergenin diisiisiine neden
Kolistin Polimiksin B

olur.

Iminodiasetik asit Fruktoz
Glukonik asit D-mannitol ) )

. o o Karbon Kaynagi kullanimi resazurin bazli géstergenin diisiisiine neden olur
Metil Glutarik asit Metiladipikasit
Alfa Ketolutarik asit Timidin
Alanin-Alanin Valin-Alanin
Proli Renksiz amit substratinin enzimatik hidrolizi sar1 p-nitroanilin ¢ikarir

rolin
Beta Gentabioz Siikroz
Asetil-Glikozamin Maltotrioz Karbonhidrat kullanim1 pH diismesine ve gostergede degisime (fenol kirmizi)
Trehaloz Tagatoz neden olur.
Maltoz Dekstroz
o Ure hidrolizi ve olusan amonyak degisimi pH yiikselmesine ve floresan
re
gostergesi degisimine neden olur.

Eskiilin Eskiilin hidrolizi ferrik iyon varliginda siyah ¢okelti olusumuna neden olur
Nitrosefin Beta-laktam halkasinin enzimatik hidrolizi renk degisikligine neden olur.
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Tablo 5. Gram pozitif panel ile Phoenix omatize sisteminde identifiye edilen Stafiokok
tiirleri

Stafilakok Tiirleri
S. arlettae S. cohnii ssp urealyticum S. intermedius S. schleiferi
S. aureus S. condimenti S. kloosii S. schleiferi ssp coagulans
S. auricularis S. delphini S. lentus S. schleiferi ssp schleiferi
S. capitis S. epidermidis S. lugdunensis S. sciuri
S. capitis ssp capitis S. equorum S. lutrae S. simulans
S. capitis ssp ureolyticus S. felis S. muscae S. succinus ssp casei
S. caprae S. fleurettii S. pasteuri S. succinus ssp succinus
S. carnosus S. gallinarum S. piscifermentans S. vitulinus
S. chromogenes S. haemolyticus S. pulvereri S. warneri
S. cohnii S. hominis S. saccharolyticus S. xylosus
S. cohnii ssp cohnii S. hyicus S. saprophyticus

Stafilokoklarin tiir diizeyinde dogru bir sekilde karakterize edilmesi oldukga
zahmetlidir ve fenotipik yontemler ile identifikasyon genellikle sorunludur. Layer ve
ark (2006), ii¢c farkli fenotipik ticari identifikasyon yontemini referans bir molekiiler
yontem (gap tabanlit RFLP analizi) ile karsilagtirmistir. Calismaya gére BD Phoenix
ID-13 sistemi ile 27 referans susun 18’ini ve 86 klinik izolatin 70’ini dogru sekilde,
VITEK 2 ID-GP sistemi ile 27 referans susun 20’sini ve 86 klinik izolatin 80’ini dogru,
ID 32 STAPH sistemi ile 27 referans susun 23’ ve 20 klinik izolatin 19°u dogru
tanimlanmistir. Bu nedenle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda niikleik asit temelli
molekiiler yontemler ve Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi
(MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi (MS) Stafilokoklarin rutin tanisinda kullanilmaya
baslanmigtir. Uygulanan molekiiler analizler igerisinde, 16S rRNA gen sekans
analizleri, PCR- 06zgiin fragman uzunlugu polimorfizmi analizi (PCR-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP), amplifiye fragman uzunlugu
polimorfizmi parmak izi (amplified fragment length polymorphism fingerprinting) ve
tiim genom sekanslama analizleri bulunmaktadir. Ayrica 16S rRNA 16S-23S rRNA
intergenik ara bolge ve 1s1 soku proteini 60 (hsp60) geni, femA geni, sodA geni, tuf
geni, rpoB geni ve gap geni gibi gen bolgeleri de identifikasyonda yararli bulunmustur.

Tiir bazinda identifikasyonda sorun yasanan bir diger konu da Staphylococcus
intermedius Grup (SIG) tiirlerinin tanimlanmalaridir. SIG, S. intermedius, S.
pseudintermedius ve S. delphini’yi igerir. Bu tiirlerin ayrimi i¢in arjinin dihidrolaz

reaksiyonu, Beta-gentobiozdan aerobik kosullarda ve D-mannitolden anaerobik
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kosullarda asit iiretimi, mannitol ve trehaloz sekerlerinin fermentasyonu gibi fenotipik

testler kullanilabilmektedir (Sasaki ve ark., 2007; Gobeli, Kaderli,& Thomann, 2009).

Tablo 6. SIG tiirlerinin ayriminda kullanilan fenotipik testler

Stafilokok Arginin Dihidrolaz Beta-gentobioz’dan D-Mannitol’den asit Mannitol Trehaloz
Tiirleri Reaksiyonu asit iretimi (aerobik) tiretimi (anaerobik) fermentasyonu Fermentasyonu
Sl - + + + +
SP + - - - +
SD + - R +

Sl: S. intermedius, SP: S. pseudintermedius, SD: S. delphini

SIG iyelerinin fenotipik tanimlanmasi giincel bilgiler 1s18inda yeterli
goriilmemektedir (Baron ve ark., 2004). SIG suslari, S. aureus ile bir¢ok ortak
fenotipik 6zelligi paylasir ve bu onlarin tanimlanmasini daha da karmasik hale getirir.
Otomatize sistemlerle izolatlar genellikle SIG olarak tanimlanmakta ve grup igerisinde
tiir bazinda identifikasyon yapilamamaktadir. Fenotipik testlerin matris destekli lazer
desorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ve PCR
tabanli sekans analizleri ile konfirme edilmeleri gerekmektedir (Decristophoris,
Fasola, Benagli, Tonolla, & Petrini, 2011; Sahin-Toth ve ark., 2021). SIG iiyelerinin
tanimlanmasinda spesifik gen boélgelerinin saptanmasina yonelik PCR teknikleri
bulunmaktadir ve bu tekniklerde olusabilen insersiyon mutasyonlar1 nedeni ile S.
pseudintermedius’un molekiiler identifikasyonu sinirlanabilmektedir (Sasaki ve ark.,
2010). SIG tiirlerinin ayirt edilmesi icin RFLP, PFGE ve sekanslama kullanilan diger
molekiiler yontemlerdir (Bannoehr ve ark., 2007; Szab6 ve ark., 2009). Ancak bu
yontemler maliyetli, zaman alict ve uygulanmalar1 zordur. MALDI-TOF MS ise
kullanim kolayligi, kiigiik numune miktar1 ile c¢alisilabilmesi nedeniyle
mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda giderek daha fazla kullanilmaktadir
(Carbonnelle ve ark., 2007; Dubois ve ark., 2010). Matriks destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon (MALDI) yontemi ilk olarak 1987°de tanitilmis ve ardindan 1988’de
benzer deneylerde rapor edilmis olsa da MALDI-TOF MS, klinik laboratuvarlarda
2000’11 yillardan itibaren ¢esitli mikroorganizmalarin karakterizasyonu icin hizli ve
oldukga giivenilir bir analitik araca doniismistiir. (Fenselau, & Demirev, 2001; Karas,
Bachmann, Bahr, & Hillenkamp, 1987; Lay, 2001; Tanaka ve ark., 1988;). Bakterilerin
veya mantarlarin tanimlamasinda direkt kiiltiirde lireyen koloniler analiz edilebilecegi

gibi bazi durumlarda direkt idrar, beyin omurilik sivisi (BOS) veya protein ekstratlari
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analiz edilebilmektedir. Matriks soliisyonu, basarili iyonizasyon i¢in temel reagenttir
ve analiz edilen materyal i¢in proton destegi saglamaktadir. Metal plaka iizerine
yerlestirilen materyal ve matriks kristalize bir yap1 olusturmaktadir. Bu yapi
materyalin asir1 1sinmadan kaynaklanabilecek hasarini 6nlemek icin kisa bir siire UV
lazer 1sm1 kullanilarak 1smmlanmaktadir. Lazer 1sin1, materyal-matriks Kristali
yiizeyindeki 0,05-0,2 mm capinda kiigiik bir noktaya odaklanir ve lazerden gelen
fotonlar ve 1s1ndan enerji alimi ile matriks molekiilleri arasindaki etkilesim gerceklesir
ve matriksin gaz fazina ge¢mesi ve iyonlasmasi tetiklenir, bunu takiben materyal
iyonlagsmasi gerceklesmektedir. Ortaya c¢ikan bu iyonlar, bir TOF tiipii araciligiyla
kiitle/yiik oranlarina goére ayrilir ve bu iyonlarin spektral bir temsili, MS yazilimi
tarafindan iretilip analiz edilerek bir MS profili olusturulmaktadir. Bu profil daha
sonra bir referans MS spektrumlar1 veri tabani ile karsilastirilir ve veri tabaninda
bulunan ya 6zdes ya da en ilgili spektrumlarla eslestirilirek sonugta bakteri ya da ilgili
materyal i¢in bir tanimlama olusturulmaktadir (Clark, Kaleta, Arora, & Wolk, 2013).

Stafilokoklarda, beta-laktamaz enzim iiretimine bagli olusan penisilinaz-labil
antimikrobiyallere direng ve metisilin direnci tanisinda ¢esitli fenotipik ve genotipik
yontemler kullanilmaktadir.

Beta-laktamaz tiretimini, penisilloik asit olusumu ile pH degisimine dayanan
asidometrik yontemler, iyotun penisilin yerine penisilloik asit ile reaksiyona girmesine
dayanan iyodometrik yontemler, beta-laktam halkasinin pargalanmasi sonucu renk
degisimine dayanan kromojenik sefalosporin yontemleri, clover leaf (yonca yapragi)
testi, penisilin G disk difuzyon ve broth mikrodilisyon yontemleri ile
tanimlanabilmektedir. (Devi, Rao, & Shivananda, 2002; Hayes, Thomson, & Amyes,
1996; Gill, Manning, & Ingalls, 1981; Petersson, Eliasson, Kamme, & Miorner,1989;
Wheldon & Slack, 1978).

MRS’nin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik testler arasinda PBP-2a lateks
aglutinasyon testleri, kromojenik besiyerleri, oksasilin agar tarama testleri, oksasilin
ve sefoksitin gradient difiizyon, disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon testleri yer
almaktadir (Farahani, Mohajeri, Gholamine, Rezaei, & Abbasi, 2013; Merlino, Leroi,
Bradbury, Veal, & Harbour, 2000; Novak, Hindler, & Bruckner, 1993; Perry ve ark.
2004; Simor, Goodfellow, Louie, & Louie, 2001; van Leeuwen, van Pelt, Luijendijk,

Verbrugh, & Goessens, 1999). PBP-2a lateks aglutinasyon testi mecA tarafindan
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kodlanan metisilin direncinde (% 97,3) yiliksek sensitivite gdstermesi nedeni ile
standart metot olarak kullanilabilmektedir (Alipour, Ahmadia, & Javadi,2014; Medhus
ve ark., 2013). Ancak mecC ve mecA geninin kodladigi PBP-2a arasinda biyokimyasal
olarak farkliliklar bulunmaktadir ve mecC tarafindan kodlanan alternatif PBP, PBP-2a
lateks aglutinasyon testinde pozitif reaksiyon olusturmaz (Garcia-Alvarez ve ark.
2011; Paterson ve ark., 2014).

Stafilokoklarda beta-laktamaz iiretiminin tespiti ve metisilin direncinin
fenotipik tespiti amaciyla Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (Clinical and
Laboratory Standards Institute [CLSI], M100 ED31:2021 ) ve Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (European National Breakpoint Committees [EUCAST],
2021) tarafindan Onerilen referans yontemler bulunmaktadir. Bu standartlara gore,
fenotipik olarak penisiline direngli bulunan Stafilokok izolatlar1 beta-laktamaz
enzimine sahiptir ve tiim penisilinaz labile penisilinlere (benzilpenisilin,
fenoksimetilpenisilin, ampisilin, amoksisilin, piperasilin ve tikarsilin) direngli
bulunmaktadirlar. Metisilin  direncinin belirlenmesinde iki standart arasinda
farkliliklar gozlenmekle birlikte, temel olarak metisilin direncinin tanimlanmasinda
Stafilokoklarinin tiirleri dikkate alinmakta ve bu amagla segilen antimikrobiyal
duyarlilik belirleme yontemine gore (disk difiizyon, broth mikrodiliisyon, agar
mikrodiliisyon) sefoksitin ve/veya oksasilin antimikrobiyallari kullanilmaktadir.
Metisilin direngli bulunan izolatlar penisilinaz labile penisilinler, penisilinaz stabil
penisilinler, beta-laktamaz inhibitor kombinasyonlari, sefalosporinler (seftarolin ve
seftobiprol disindaki) ve karbapenemler olmak iizere tiim beta-laktam grubu
antimikrobiyallare diren¢li bulunmaktadir.

Beta-laktamaz enzim iretimi Stafilokoklarda blaZ geni tarafindan
kodlanmaktadir. Yukarida da belirtildigi lizere fenotipik olarak beta-laktamaz
aktivitesi tespit edilebilmektedir ancak fenotipik metodlar PCR yontemiyle blaZ tespit
edilmesi ile kiyaslandiginda sensitiviteleri % 72’nin altina diismektedir (El Feghaly,
Stamm, Fritz , & Burnham, 2012; Kaase ve ark., 2008). CLSI penisilin kullanilmas1
gereken ciddi enfeksiyonlarda izole edilen Staphylococcus spp’nin penisiline duyarlt
bulunmasi durumunda, blaZ geni yo6niinden de izolatin degerlendirilmesini
onermektedir. PCR ile blaZ geninin tanimlanmasi beta-laktamaz enzimi tespitinde

gold standart metot olarak tanimlanmaktadir (Kaase ve ark., 2008). Konvansiyonel
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PCR teknikleri disinda uygulanmasi kolay ve daha kisa siirede sonu¢ alinmasi
nedeniyle Real-time PCR ile blaZ tespitine yonelik calismalar da yapilmaktadir
(Pereira, Harnett, Hodge, Cattell, & Speers, 2014).

Metisilin direnci mecA ve mecC genleri tarafindan kodlanmaktadir. Metisilin
direncinin tespiti i¢in mecA geninin PCR ile tespiti gold standart metot olarak ifade
edilmektedir (Chambers, 1997; Paterson ve ark., 2014; Van Duijkeren, Box, Heck,
Wannet, & Fluit, 2004). Ancak mecC tarafindan kodlanan metisilin direncinin kesfi
nedeni ile klinik laboratuvarlarda bu gen yoniinden de suslarin arastirilmasi gerekliligi
ortaya ¢ikmistir (Garcia-Alvarez ve ark., 2011). mecC geninin kodladigi metisilin
direngli suslar PBP-2a ile lateks aglutinasyon olusturmamaktadir. Bu nedenle bu tip
suslara nadiren rastlansada teshisi igin mecC geninin PCR ile tanimlanmasi
gerekmektedir. Kriegeskorte ve ark. (2017) mecC geni saptanan MRSA suslarinda
metisilin direncinin tanimlanmasinda otomatize sistemler, kromojenik besiyerleri,
sefoksitin disk difiizyonu ve oksasilin broth mikrodiliisyon gibi fenotipik
yontemlerinin tanidaki etkisini incelemisler ve kromojenik besiyerlerinde MRSA
tiremeleri olmasina karsin azalan iiremeler goriilmiis, otomatik sistemler ise mecC
tarafindan kodlan metisilin direncini tespit etmede % 64-97 degisen sentisitivite
gostermiglerdir. Oksasilin  broth mikrodiliisyon ile sefoksitin disk difiizyonu
karsilastirildiginda, mecC geni tarafindan kodlanan MRSA izolatlarin1 saptamada
sefoksitin disk diflizyonu daha duyarli bulunmustur. Metisilin direncinin tespitindeki
fenotipik testler arasindaki tutarsizliklarin molekiiler testler ile dogrulanmasi gerektigi
sonucuna ulagilmistir.

PCR, niikleik asitleri (DNA veya RNA) enzimatik olarak ¢ogaltmak amaciyla
kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir (Rahman, Uddin, Sultana, Moue, & Setu,
2013). Karris Mullis tarafindan 1983 te gelistirilen bu teknik giiniimiizde birgok
laboratuvarda kalitsal hastaliklarin tespiti, genetik izlerin tanimlanmasi, bulagsici
hastaliklarin teshisi, genlerin klonlanmasi gibi ¢esitli amaglar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. PCR analizi i¢in temel olarak amplifiye edilecek bolgeyi igeren kalip
DNA, amplifiye edilecek bdolgenin bagslangicini ve sonunu belirleyen primerler,
amlifikasyon icin gerekli enzim olan Taq polimeraz, niikleotidler ve uygun bir

kimyasal ortam saglayan tampon soliisyonu gerekmektedir (Rahman ve ark., 2013).
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Multipleks PCR birden fazla hedef DNA’nin hedeflere yonelik primer ¢iftleri ile ayn1
anda amplifiye edilmesinin saglayan PCR tekniklerinden birisidir.

Antimikrobiyal direncin tanimlanmasinda laboratuvarlar tarafindan direncten
sorumlu genlerin tespitine yonelik c¢esitli PCR yontemleri kullanilmaktadir.
Stafilakoklarda beta-laktamaz enzim {iretimini kodlayan (blaZ) ve metisisilin direncini
kodlayan (mecA, mecC) genlerin tanimlanmasinda ozellikle S. aureus kaynakli
nozokomiyal enfeksiyonlarda tibbi laboratuvarlar tarafindan Real-time PCR,
multipleks PCR gibi teknikler kullanilarak direkt 6rnekten analizi gerceklestirmeye
yonelik prosediirleri uygulanabilmektedir (Francois ve ark., 2003; Geha, Uhl,
Gustaferro, & Persing, 1994). Stegger ve ark. (2012) mecA veya mecC barindiran
MRSA’nin hizl tespiti, ayrimi ve tiplendirilmesi igin 11 farkli primer ¢ifti kullanarak
mecA, mecC, blaZ, lukF-PV (PVL kodlayan gen) ve spa tespitine yonelik tasarladiklari
multipleks PCR birgok arastirmact tarafindan referans alinmis ve farklhi

modifikasyonlari laboratuvarlar ve arastirmalarda kullanilmaktadir.
2.5. Tedavi ve Koruma-Kontrol

Stafilokok enfeksiyonlarimin tedavisine yaklasim, enfeksiyon bolgesine ve
hastaligin siddetine baglidir. Antimikrobiyal ilaclarla tekrarlanan tedavi yerine, altta
yatan nedenin belirlenmesi ve yonetimi direngli organizmalarin en aza indirmek icin
onem arz etmektedir. Herhangi bir yabanci madde (kateter, implant gibi) varsa mutlaka
cikarilmalidir. Antimikrobiyal ila¢ tedavisine alternatif olarak piyoderma i¢in banyo
ve topikal tedaviler ve enfeksiyonun yiizeysel olmasit kosuluyla, hizlandirilmis
hidrojen peroksit, klorheksidin veya giimiis siilfadiazin gibi topikal yara tedavilerinin
kullanim1 da diisiiniilebilir (Borio ve ark., 2015; Mueller, Bergvall, Bensignor, &
Bond, 2012; Sykes, 2013). Sistemik antimikrobiyal tedavi gerekli oldugunda,
Stafilokok enfeksiyonlar: ideal olarak kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik testi (AST)
sonuclarina ve/veya metisilin direnci ve ¢oklu ilag direncinin bdlgesel prevalansina
iligkin bilgilere dayanarak tedavi edilmelidir (Hillier ve ark., 2014). Metisilin direnci
(MR) ve ¢oklu ilag direnci (MDR) ayni iilke icerisinde farkli bolgeler arasinda ve hatta
sehirler arasinda degiskenlik gosterebilir. MR ’nin nadir oldugu bolgelerde, sefaleksin,
klavulanik asit-amoksisilin gibi bir beta-laktam ilaci veya penisilinaz direngli penisilin
kullanilabilir (Summers, Hendricks, & Brodbelt, 2014; Sykes, 2013). Bolgede
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metisilin direncinin yaygin oldugu durumlarda kiiltiir ve AST yapilmasi onerilir. Bu
miimkiin degilse, hayati tehdit etmeyen ve komplike olmayan enfeksiyonlar i¢in makul
ilk tercih klindamisindir (Sykes, 2013). Bir¢ok enfeksiyonun deri, ortopedik veya
yumusak doku enfeksiyonlarinda etkilidir. Aynm1 zamanda stafilokoklarin toksin
tiretimini engellemektedir. Hayat1 tehdit eden MR ve MDR enfeksiyonlart igin
diistiniilebilecek antimikrobiyaller arasinda trimetoprim/ siilfametoksazol, doksisiklin,
aminoglikozitler, rifampin, kloramfenikol, vankomisin, tigesiklin, quinupristin-
dalfopristin ve linezolid bulunur (Sykes, 2013).

Insanlarda MRSA kontroliine iliskin c¢ok sayida belge yaymlanmistir
(https://www.cdc.gov/mrsa/healthcare/inpatient.html; Coia ve ark., 2006). Bu koruma

kontrol ilkelerin bir¢ogu hayvanlar i¢in uygulanabilir niteliktedir. Su anda,
hayvanlarda kolonizasyon ve enfeksiyon prevalansi ve kaliciligr ile ilgili cesitli
calismalar yapilmis olsa da, hayvanlar ve insanlar arasinda bulagma kolaylig1 ve
hayvanlarda dekolonizasyon prosediirlerinin etkinligi konusunda kontrollii ¢aligmalar
bulunmamaktadir. Hayvanlarda MRSA enfeksiyonunun kontrolii ve 6nlenmesi igin
bazi bireysel kurumlar tarafindan kilavuzlar hazirlanmistir (Nutall, 2006; Weese,
2006). British Small Animal Veterinary Association (Ingiliz Kii¢iik Hayvan Hekimleri
Dernegi), kendi sitesinde mevcut olan  yoOnergeler  hazirlamistir

(http://www.bsava.com/).

El hijyeni, diger infeksiyonlar gibi MRSA ve MRSP’nin hayvanlar arasinda ve
hayvanlar ile insanlar arasinda yayilmasinin 6nlenmesinde faydalidir. Her hastanin
klinik muayeneleri Oncesi ve sonrasi el yikama, yiizeylerin ve ekipmanlarin
dezenfeksiyonu uygulanabilir diger kontrol 6nlemleri arasinda yer alir. Uygun
yerlerde el antiseptiklerinin bulunmasi da el hijyeninin saglanmasinda hatirlatici rol
oynar. Enfeksiyonu onlemek i¢in diger rutin dnlemler arasinda, sahada yikanabilen
tiniformalarin giyilmesi, tek kullanimlik onliikler, eldiven ve maskeler yer alir.
Ameliyat sirasinda aseptik teknikler uygulanmalidir. Hastane ve kliniklerde yiiksek

standartlarda temizlik 6nemlidir (Leonard, & Markey, 2008, Tablo 2).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg¢
3.1.1. Etik Kurul izin Belgesi

‘Kedi ve Kopek Kokenli Stafilokok Tiirlerinde Beta-laktam Direncinin
Fenotipik ve Genotipik Karakterizasyonu’ isimli bu tez c¢alismasi i¢in gerekli izin
belgesi Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)
tarafindan 03.09.2019 tarihli 2019-07/11 nolu karar ile onaylandi.

3.1.2. Ornekler

Ornekler saglikli grup ve hasta grup olmak iizere iki grupta degerlendirildi.

Sagliklt grupta yer alan kedi ve kopekler klinik olarak hastalik belirtisi
bulundurmayan Bursa Uludag Universitesi Hayvan Hastanesi’ne rutin kontrol ve as1
uygulamas1 amactyla getirilen hayvanlar ile diger sahipli hayvanlar1 kapsamaktadir.

Hasta grupta yer alan kedi ve kopekler klinik muayene sonucunda otitis,
konjunktivitis, dermatitis-piyoderma, stomatitis, yara enfeksiyonu, solunum yolu
enfeksiyonu On tanist konulan sahipli hayvanlardan olusmaktadir.

Saglikli kedi (n:165) ve saglikli kopeklerden (n:85) olmak iizere toplam 250
adet 6rnek alindi. Hasta kedilerden (n:56) ve hasta kdpeklerden (n:95) olmak iizere
toplam 151 adet 6rnek alindi.

Ornek alinan hayvanlara ait 1k, cinsiyet ve yas bilgileri sahipleri tarafindan
veilen bilgilere ve fiziksel muayeneleri sonrasi elde edilen verilere gore kaydedildi.
Kedi wrklart evcil kisa tiiylii ve evcil uzun tiiylii olmak iizere iki ana grup altinda ele
alindi (Ma, Worthing, Ward, & Norris, 2020). Kopek 1rklart viicut agirliklart baz
aliarak ti¢c ana grup (kiigiik, orta, biiyiik) altinda ele alindi (American Kennel Club
[AKC] Taylor, Reby, & McComb, 2010). Kedi ve kopeklere ait 6rnekler bir yasindan
kiigiik (< 1 yas), bir bes yas aras1 (1-5 yas) ve bes yasindan biiyiik (> 5 yas) olmak
lizere li¢ ana grup altinda ele alindi (Ma, Worthing, Ward, & Norris, 2020, Tablo 2).
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Orneklere ait bilgiler Tablo 7°de gdsterildi.
Tablo 7. Orneklere ait bilgiler

Degiskenler Toplam (n)
Kedi 221
Hayvan Tiirii
Kopek 180
B Saglikli 165
Ornek Grubu (Kedi)
Hasta 56
. Saglikli 85
Ornek Grubu (Kopek)
Hasta 95
Evcil Kisa Tuyli 186
Irk (Kedi) Evcil Uzun Tiiylii 32
Bilinmiyor 3
<10 kg 61
10-20 kg 27
Irk (Kopek)
20-40 kg 80
Bilinmiyor 12
<1 yas 56
1-5 yas 138
Yas (Kedi)
>5 yas 25
Bilinmiyor 2
<1 yas 28
1-5 yas 84
Yas (Kopek)
>5 yas 58
Bilinmiyor 10
Disi 141
Cinsiyet (Kedi) Erkek 78
Bilinmiyor 2
Disi 81
Cinsiyet (K6pek) Erkek 90
Bilinmiyor 9

Hasta grupta yer alan 6rneklerin % 36,4 (55/151)’iinii kulak svablari, % 25,2
(38/151)’sini deri svablari, % 16,6 (25/151)’sim1 goz svablari, % 12,6 (19/151)’sim
agi1z bolgesinden alinan svablar, % 5,3 (8/151)’1linii burun svablari, % 4 (6/151)’{inii

yara svablari olusturdu (Tablo 8).
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Tablo 8. Hasta grupta incelenen drneklerin hayvan tiirleri ve 6rnekleme tiirlerine gore
dagilim1

Ornek tiirii ) Kedi ” ) Kopek ” ) Toplam "
Kulak Svabi 10 17,9 45 47,4 55 36,4
Deri Svabi 21 37,5 17 17,9 38 25,2
Goz Svabi 11 19,6 14 14,7 25 16,6
Ag1z Svabi 9 16,1 10 10,5 19 12,6
Burun Svabi 3 54 5 53 8 53
Yara Svabi 2 3,6 4 4,2 6 4
Genel Toplam 56 100 95 100 151 100

3.1.3. Bakteriyolojik Analizlerde Kullanilan Besiyerleri, Test Malzemeleri, Alet

ve Ekipmanlar
3.1.3.1. Besiyerleri

Mueller Hinton Broth (Oxoid; CM0405, Basingstoke, Hampshire, ingiltere)
Baird-Parker Agar Base (Oxoid; CM0275, Basingstoke, Hampshire, ingiltere)
Egg Yolk-Tellurite Emulsion (Merck; 106404, Darmstadt, Almanya)

Blood Agar Base (Oxoid; CM0271, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)
Tryptic Soy Broth (Merck; VM670259 448, Darmstadt, Almanya)

ID broth (BD Phoenix; 246001, Maryland, Amerika)

AST Broth (BD Phoenix; 246003, Maryland, Amerika)

AST indikatorii (BD Phoenix; 246004, Maryland, Amerika)

Mueller Hinton Agar (Oxoid; CM0337, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)
Gliserol (Merck; K24325491 737, Darmstadt, Almanya)

3.1.3.2. Test Malzemeleri

Gram boyama seti: Kristal violette, Lugol soliisyonu, Absolute alkol, Safranin
Katalaz Testi: %3 liik Hidrojen Peroksit (H202) (Merck; K40027400 934, Darmstadt,
Almanya)

Oksidaz Testi (Merck; 1.00181.0002, Darmstadt, Almanya)

Gram Pozitif Paneller (BD Phoenix; PMIC/ID-600, 449057),

Penicillin G 1U (Oxoid; CT0152B, Basingstoke, Hampshire, ingiltere)

Oxacillin 1ug (Oxoid; CT0159B, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)

Cefoxitin 30 ug (Oxoid; CT0119B, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)
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Su: LC-MS Grade (Kromatografi i¢in) (Merck; 1845729 631, Darmstadt, Almanya)
Ethanol (Merck; K48303083 638)

Formik Asit (Merck; K4910 964 720, Darmstadt, Almanya),

Acetonitrile (Merck; 1845729 631), LC MS Grade (Merck; Z0460933 733, Darmstadt,
Almanya)

IVD Matrix Soliisyonu (Bruker; 7020220023, Darmstadt, Almanya)

MALDI TOF MS Pozitif Kontrolii; S. pseudintermedius ED99 ( Edinburg
Universitesi, Roslin Enstitiisii, Prof. Ross FITZGERALD)

3.1.3.3. Alet ve Ekipmanlar

Su Banyosu (Elektro-Mag; M2535-(6), Ankara, Tiirkiye)

Otoklav (Niive; OT4060, Ankara, Tiirkiye)

Biyogiivenlik Kabini (Niive; MN 120, Ankara, Tiirkiye )

Etiiv (Thermo Scientific; IGS60, Langenselbold, Almanya)

Buzdolabi (Argelik; 5011 NFI, Eskisehir, Tiirkiye)

McFarland Dansitometresi (BD PhoenixSpec; 440910, Maryland, Amerika)

Vortex (Elektro-Mag; M 16, Istanbul, Tiirkiye)

Otomatik Mikropipet 20-200 ul (Thermofischer Scientific; GJ38194, Massachusetts,
Amerika)

Mikropipet Ucu 200 pl, 10 pl (Neptune; 2100U, 2040U, California, Amerika)
Phoenix 100 Otomatize Cihaz1 ( BD Diagnostics, Oxford, Ingiltere)

Target: MALDI Hedef Plakasi (MSP 96 BC zemin ¢elik hedefi, Bruker Daltonik
GmbH; Bremen, Germany)

MALDI-TOF MS Analiz Cihaz1 (Bruker, Bremen, Germany).

3.1.4. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Test Malzemeleri, Alet ve Ekipmanlar
3.1.4.1. Test Malzemeleri

Multiplex Tempase Master Mix (Amligon; A260303, Odense, Danimarka),

Primerler (Oligomer, Ankara, Tiirkiye )

36



Tablo 9. Primer dizileri

Primerler Primer Dizisi Boyut Kaynak
mecA-P1  5’-TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’
162 bp (Stegger ve ark; 2012)
mecA-P2  5’-CCACTTCATATCTTGTAACG-3
mecC-P1  5’-GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC-3’
138 bp (Stegger ve ark; 2012)
mecC-P2  5’-GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC-3’
blaz P1 5-CAAAGATGATATAGTTGCTTATTCTCC-3 421 b (Ferreira, Martins, Silva, Mondelli, &
blaz P2 5'-TGCTTGACCACTTTTATCAGC-3' P Cunha, 2017).
PCR pozitif kontrolleri; S. aureus ATCC 33591 (mecA pozitif),

S. aureus ATCC 29213 (blaZ pozitif)
S. aureus NCTC 13552 (mecC pozitif).
Molekiiler Biyolojik Su (Lonza, BE51200, Verviers, Belcika)
Agarose Jel (Biomax; D00286PR, Munich, Germany)
Etidium Bromide (Bio Basic; C21H20BRN3, Toronto, Kanada)
DNA Ladder (Hibrigen; MG-LDR-100P, Istanbul, Tiirkiye)
DNA Boyama (GeneDirex, LD001-1000, Amerika)
50X TAE (Tris-Acetate-EDTA) Soliisyonu (Hibrigen, 0620-CC-850, Istanbul,
Tiirkiye)

3.1.4.2. Alet ve Ekipmanlar

Kuru Blok Isitict (Labnet, D1200, Woodbridge, New Jersey, Amerika ),
Biyogiivenlik Kabini (Bilser; BLF 2000, Ankara, Tiirkiye)

Thermal Cycler (Biorad, T100),

Elektroforez Tanki (Thermoscientific; B2, Massachusetts, Amerika )

Hassas Terazi (Sartorius, ED224S, Géttingen, Almanya)

Mikrodalga Firin (Beko; MD1510, Eskisehir, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij (Sigma;1-14ED, Osterode, Almanya)

Goriintiileme Cihazi (Vilbert Lourmat Quantum ST4; 12-640370, Marne-la-Vallée,
Fransa)

Otomatik Mikropipet 2-20 pl, 20-200 pl (Thermofischer Scientific; GJ03872,
GJ38194, Massachusetts, Amerika)

PCR Tiipii 0,2 ml (Thermo Scientific; AB-0620, Cin)

Mikropipet Ucu 200 pl, 10 pl (Neptune; 2100U, 2040U, California, Amerika)
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3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Saglikli grupta yer alan kedi ve kopeklerden tek bir svab kullanilarak sirasi ile
burun, agiz, kasik ve perineal bolgeden ve her bolgede en az 5 sn svab ile temas olacak
sekilde 6rnekleme gerceklestirildi (Morris ve ark., 2012).

Hasta grupta yer alan kedi ve kopeklerden hastalik bulgulan ile iliskili
bolgelerden 6rnekleme yapildi (Baron, 2015; Quinn ve ark., 2011). Otitis i¢in kulak
svabi, konjuktivitis icin géz svabi, stomatitis i¢in ag1z svabi, dermatitis-piyoderma i¢in
deri svabi, yara enfeksiyonu i¢in yara bolgesi svabi, solunum yolu enfeksiyonu igin
burun svab1 6rnekleri alindi.

Hasta gruptan Ornekleme yapilan hayvanlarda en az 10 giin antibiyotik
kullanilmamas1 sart1 arandi. Toplanan Ornekler ayni giin icerisinde laboratuvara

ulastirilarak isleme alindi.

3.2.2. Bakteriyolojik Analizler

3.2.2.1. izolasyon

Ornekler % 6,5 oraninda NaCl iceren Miieller Hinton brotha (MHB + % 6,5
NaCl ) ekim yapildi ve 37 °C’de aerobik kosullarda 18-20 sa inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi besiyerinden bir 6ze dolusu alinarak Egg Yolk Tellurite emiilsiyonu eklenmis
Baird Parker agara (BPA) pasajland1 ve 37 °C’de aerobik kosullarda 48 sa inkiibe
edildi (Buyukcangaz ve ark., 2013; Van Balen ve ark., 2017; Velasco, Sherwood,
Rojas-Garcia, & Logue, 2014). Inkiibasyon siiresi sonunda BPA iizerinde olusan
koloniler renk, boyut, zon olusturma durumlar 6zellikleri yoniinden ve Gram boyama,
katalaz ve oksidaz oOzellikleri ile degerlendirildi. Gram pozitif kok mikroskobik
morfolojisine sahip, katalaz testi pozitif ve oksidaz testi negatif saptanan koloniler
Staphylococcus spp. olarak belirlendi ve tiir bazinda identifikasyon ve antimikrobiyal
duyarlilik durumlarinin degerlendirilmesi amaciyla % 5 Koyun Kanli Agarinda saf
kiiltiirii hazirlandi. Ayni giin identifikasyonu yapilmayacak ornekler gliserol iceren

TSB igerisinde -20 °C’de saklanda.
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(MHB + %6,5 NaCl) (BPA +EYT)

Katalaz Test (+)

E_Ni

Oksidaz Test (-)
37 °C’de
48 saat

37 °C’de
18-20 saat

N S
—

Staphylococcus spp.

Sekil 1. Staphylococcus spp. izolasyon asamalari

3.2.2.2. identifikasyon ve Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Staphylococcus spp. olarak cins diizeyinde tanimlamalar1 yapilan 6rneklerin
identifikasyonlar1 ve antimikrobiyal duyarlilik testleri BD Phoenix 100 otomatize
cihazi ile yapildi.

Bu amagcla, iiretici firmanin talimatlarina gére (BD Diagnostics, Oxford,
United Kingdom); hazirlanan saf kiiltiir ID Broth igerisine siispanse edilerek 0,5
McFarland bulanikligina ayarlandi. AST Broth icerisine AST indikatoriinden bir
damla eklendi ve bir kere altlist edilerek homojenize edildi. ID Brothtan (0,5
McFarland) 25 pl alinarak indikator eklenmis AST Broth’a aktarildi ve bir kere altiist
edilerek homojenize edildi. Panel {izerindeki ID béliimiine hazirlanan ID Brothtan ve
AST boliimiine hazirlanan AST Broth aktarildi. Aktarim esnasinda panel kuyucuklari
icerisinde hava kalmamasina dikkat edildi. Tiim kuyucuklar broth ile dolduktan sonra
panel tipalar1 kapatilarak BD Phoenix 100 cihazina kayit ve yiikleme islemi
gerceklestirildi.
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KA’da saf kﬁltﬁr

BD Phoenix 100 Otomatize Sistemi

Sekil 2. Identifikasyon ve AST hazirhig ve BD Phoenix 100 cihazi

Antimikrobiyal duyarlilik testi EUCAST kriterleri temel alinarak, broth
mikrodilisyon yontemi ile uygulandi. KNS’de penisilinaz labil penisilinler igin
EUCAST kriterlerine gore bir degerlendirme 6nerilmemesi ve S. pseudintermedius ile
S. schleiferi’de fenotipik metisilin direnci igin uygulanabilir oksasilin MiK referans
degerleri bulunmamasi nedeniyle degerlendirilmede CLSI standartlar1 kullanildi.
Gram pozitif panel icerisinde yer alan Amikasin (AN) 4-16 pg/ml,
Amoksisilin/Klavulanat (AMC) 2/1-8/4 pg/ml, Ampisilin (AM) 2-16 pg/ml,
Sefoksitin (FOX) 2-16 pg/ml, Siprofloksasin (CIP) 1-4 ng/ml Klindamisin (CC) 0,25-
1 pg/ml, Daptomisin (DAP) 1-4 pg/ml, Eritromisin (E) 0,25-4 pg/ml, Fosfomisin (FF)
8-32 ng/ml, Fusidik Asit (FA) 1-8 pg/ml, Gentamisin (GM) 1-4 pg/ml, Levofloksasin
(LVX) 1-8 pg/ml, Linezolid (LZD) 2-8 pg/ml, Moksifloksasin (MXF) 0,25-1 pg/ml,
Oksasilin (OX) 0,25-4 pg/ml, Penisilin (P) 0,125-0,5 pg/ml, Rifampisin (RA) 0,25-1
ug/ml, Teikoplanin (TEC) 1-8 pg/ml, Tetrasiklin (TE) 0,5-2 pg/ml,
Trimetoprim/Sulfametaksazol (SXT) 2/38-8/152 pg/ml ve Vancomisin (VA) 1-16
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png/ml antimikrobiyalleri yoniinden incelendi. Test identifikasyon ile es zamanli olarak

BD Phoenix 100 otomatize cihazi ile gerceklestirildi. Sonuglar 18-20 saat sonrasinda

alinarak veri kayit islemleri gerceklestirildi.

3.2.2.3. MALDI TOF MS Analizi

BD Phoenix 100 otomatize cihazi ile Staphylococcus intermedius grup (S1G)

olarak belirlenen suslarin tiir ayrimlart MALDI TOF MS analizi ile gergeklestirildi.

Bu amacla once SIG olarak belirlenen suslarin KA’da subkiiltiirii hazirlandi.

3.2.2.3.1. Protein Ekstraksiyonu

Standart formic acid/acetonitrile prosediirii uygulanarak protein ekstraksiyonu

yapildi. Bu amagla:

1000 pl LC-MS Grade bos bir ependorfa aktarildi.

KA’ daki 24 saatlik taze kiiltiirden steril 6ze ile bol miktarda alinarak LC-MS
Grade icerisine aktarildi ve homojenizasyon amaciyla vortexlendi.

Hazirlanan bakteri siispansiyonu 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve
santrifiij sonrasi iistte kalan siipernatant atildu.

Pelet tizerine 900 pl etanol ve 300 pl LC-MS Grade aktarildi ve
homojenizasyon amaciyla vortexlendi.

Hazirlanan siispansiyon 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi
uistte kalan siipernatant atildu.

Santrifiij islemi 13.000 rpm’de 2 dk olacak sekilde tekrar edildi ve kalan
yaklasik 2-20 pl silipernatant atilarak ependorf kapaklari agik olacak sekilde
oda 1s1sinda kurumaya birakildu.

Kuruyan pelet tizerine %70’lik formik asitten 50 pl eklendi ve homojenizasyon
amactyla vortexlendi.

Formik asit ve bakteri peleti karisimina 50 pl asetonitril eklenerek,
homojenizasyon amaciyla tekrar vortexlendi.

Son olarak 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi {istte kalan

stipernatant kullanima hazir hale getirildi.
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3.2.2.3.2. Analizin Gerceklestirilmesi

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen siipernatanttan 1 pl alinarak target (MALDI
hedef plakasi) lizerine bulunan alanlara yerlestirildi ve oda 1sisinda kurumaya
birakildi. Kurumasinin ardindan her bir 6rnege 1 pl matrix soliisyonu (a-Siyano-4-
hidroksi sinamik asit ¢ozeltisi) eklendi ve oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kuruma
islemi sonrasi target MS cihazina yerlestirildi ve 6lgtimler bir Microflex LT cihazi ile
FlexControl 3.0 yazilimi (Bruker Daltonics, Leipzig, Almanya) kullanilarak
gerceklestirildi (Murugaiyan, Ahrholdt, Kowbel, & Roesler,2012).

SIG suslariin KA’da subkiiltiir hazirligi

Bilgisayarda sonuglarin
izlenmesi

MALDI-TOF MS cihaz1

Sekil 3. MALDI-TOF MS analiz hazirlig1 ve cihaz
3.2.3. Molekiiler Analizler
3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Hazirlanan saf kiiltiirden bir adet koloni alinarak 300 pl molekiiler biyolojik su
igerisinde siispanse edildi. Vortex ile 10 sn homejenize edildi. Sicaklik ayar1 99 °C’de
kuru blok 1sitict igerisinde 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 13.000 rpm’de 5 dk
boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonras1 iistte kalan siipernatant kisimdan 200 pl
alinarak temiz bir ependorfa aktarildi ve -20 °C’de molekiiler analizler yapilincaya

kadar depoland (Biiyiikcangaz ve ark., 2013; Stegger ve ark., 2012).
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3.2.3.2. Multiplex PCR Protokolii

Standart Multiplex PCR, 25 pl hacimde Master mix hazirlanarak
gergeklestirildi. PCR tiiplerinde tek 6rnek i¢in 12,5 pl multiplex temphase master mix
(Ampligon A260303), mecA, mecC ve blaZ primerlerinin her birinden 1 pl (Oligomer),
template DNA’dan 1 pl ve 5,5 pl molekiiler biyolojik su olacak sekilde hesaplandi ve
caligilacak Ornek sayisina gore toplam master mix miktar1 hazirlandi. Elde edilen
toplam master mix PCR tiiplerine 24 ul olacak sekilde dagitildi. Son olarak PCR
tiiplerine 1 ul Template DNA eklenerek Thermal Cycler cihazina yiiklendi.

Amplifikasyon, 95°C’de 15 dk TEMPhase hot start enzim aktivasyonu, 95
°C’de 20 sn denatiirasyon, 55 °C’de 20 sn primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de
25 sn primer uzamasi (extention) asamalarini kapsayan 34 siklus ve sonunda 72°C’de
5 dk ilave ekstensiyon islemlerinden olusmustur. PCR pozitif kontrolleri; S. aureus
ATCC 33591 (mecA pozitif), S. aureus ATCC 29213 (blaZ pozitif), S. aureus NCTC
13552 (mecC pozitif), PCR negatif kontrol i¢in ise molekiiler biyolojik su kullanildu.

3.2.3.3. Agaroz Jel Elekteroforez

Ethidium bromide igeren %]1’lik agaroz jel TAE soliisyonu bulunan Jel
elektroforezis tankina yerlestirildi. Her bir 6rnege ve pozitif kontrollere ait 10 ul
amplikon 2 pl boya ile boyandi. Jel lizerindeki ilk kuyucuk bos birakilarak belirlenen
sira dahilinde jele yliklemeleri yapildi. Daha sonra DNA ladder 5 pl hacimde jel
tizerindeki ilk kuyucuga yiiklendi ve 110 voltta 65 dk siireyle elektroforez islemi
yapildi. Bu islem sonunda, pozitif kontrol ve DNA Marker yardimiyla elde edilen
spesifik DNA bantlar1 UV-goriintiileyici sistemi ile goriintiilenerek degerlendirildi.

3.2.4. Kirby Bauer Disk Difiizyon Testi

Metisilin Direncli suslar i¢in Oxacillin (1 pg/disk) ve Cefoxitin (30 pg/ disk)
ile teyit amaciyla EUCAST 2021 standartlarina gore Kirby Bauer disk difiizyon testi
uygulandi. Bunun icin belirlenen suslarin kanli agarda subkiiltiirii hazirland1 ve
subkiiltiirden Mueller Hinton Broth icerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda saf kiiltiir

hazirlanarak steril svab ile Mueller Hinton agar iizerine inokiile edildi. Diskler

43



yerlestirilerek, 35+1°C’de 18+2 saat inkiibe edildi ve olusan inhibisyon zon g¢aplari
degerlendirildi (Matuschek, Brown, & Kahlmeter, 2014).

Tablo 10. EUCAST 2021 Disk difiizyon testi degerlendirme kriterleri

Cefoxitin (30 pg) Oxacillin (1 pg)
S. aureus S>22 R<22 -
CoNS (S. epidermidis harig) S>22 R<22
S. epidermidis S>25 R<25
S. pseudintermedius ve S. schleiferi S>20 R <20

3.2.5. Istatistiksel Analiz

Veriler (Staphylococcus spp. prevalansi, KNS ve KPS prevalansi, fenotipik
antimikrobiyal direng oranlari) SPSS 20.0 programi (Statistical Package for the Social
Sciences, IBM-PC 20.0; SPSS Inc., Amerika) kullanilarak analiz edildi. Degiskenlerin
(Hayvan tiirti, 6rnek gruplari, 1k, yas, cinsiyet gruplari, S. pseudintermedius, S. felis,
S. aureus, S. epidermidis) normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek i¢in
Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilagtiriimasinda

Pearson's Ki-kare testi veya Fisher's Exact testi kullanildi.

44



4. BULGULAR
4.1. Bakteriyolojik Analiz Sonuc¢lari
4.1.1. zolasyon Sonuclari
4.1.1.1. Kedilerde Staphylococcus spp. Prevalansi

Saglikli kedilerin % 50,3 (83/165)’iinden en az bir Staphylococcus spp. izole
edildi. Toplamda 83 kediden 89 adet Staphylococcus spp. izolati elde edildi. Hasta
kedilerin ise % 73,2 (41/56)’sinden en az bir Staphylococcus spp. izole edildi.
Toplamda 41 kediden 47 adet Staphylococcus spp. izolat1 elde edildi (Tablo 11). Genel
olarak degerlendirildiginde saglikli kedilerden % 53,9 ve hasta kedilerden % 83,9

oraninda izolasyon gergeklestirildi.
4.1.1.2. Kopeklerde Staphylococcus spp. Prevalansi

Saglikli kopeklerin % 76,5 (65/85)’inden en az bir Staphylococcus spp. izole
edildi. Toplamda 65 kopekten 67 adet Staphylococcus spp. izolat1 elde edildi. Hasta
kopeklerin % 55,8 (53/95)’inden en az bir Staphylococcus spp. izole edildi. Toplamda
53 kopekten 57 adet Staphylococcus spp. izolat1 elde edildi (Tablo 11). Genel olarak
degerlendirildiginde saglikli kopeklerden %78,8 ve hasta kopeklerden % 60 oraninda

izolasyon gergeklestirildi.

Tablo 11. Kedi ve kopeklerde saglikli ve hasta 6rnek gruplarina gore Staphylococcus
spp. izolasyon oranlari

Kedi Kopek
Saglikli (n:165) Hasta (n:56) Saglikli (n:85) Hasta (n:95)
n % n % n % n %
Tek Tiir 77 46,7 35 62,5 63 74,1 49 51,6
iki Farkli Tiir 6 3,6 6 10,7 2 24 4 4,2
Toplam 83 50,3 41 73,2 65 76,5 53 55,8
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Sekil 4. Kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp. izolasyon oranlart

4.1.1.3. Hasta Kedi ve Kopeklerde Ornek Dagihmina gore Staphylococcus spp.

Prevalansi

Hasta grupta yer alan hayvanlardan alinan 6rnek tiirlerindeki izolasyon oranlari

incelendiginde, kedi yara, ag1z ve deri svablarindan sirasiyla %100, % 88,8 ve % 85,7

oraninda, kopek deri, burun ve yara svablarindan sirastyla % 82,3, % 80 ve % 75

oraninda Staphylococcus spp. izole edildi. Kedilerde deri, agiz ve yara svablarindaki

yiiksek izolasyon oranlarin1 % 66,6 oran ile burun svablari, % 54,5 oran ile goz

svablart % 50 oran ile kulak svablari izledi. Kopeklerde deri, burun ve yara

svablarindaki yiiksek izolasyon oranlarini % 53,3 oran ile goz svabi, % 48,8 oran ile

kulak svabi ve % 22,2 oran ile agiz svablari izledi (Tablo 12).

Tablo 12. Hasta kedi ve kdpeklerde 6rnek tiirlerine gore Staphylococcus spp. izolasyon

oranlari
Kedi Kopek
Ornek tiirii Ornek izolasyon  Izolasyon izolat Ornek izolasyon  Izolasyon izolat

(n) (n (%) (n (n ) (%) )
Kulak Svabi 10 5 50 5 45 22 48,8 23
Deri Svabi 21 18 85,7 22 17 14 82,3 16
Goz Svabi 11 6 54,5 6 15 8 53,3 9
Ag1z Svabi 9 8 88,8 10 9 2 22,2 2
Burun Svabi 3 2 66,6 2 5 4 80 4
Yara Svab1 2 2 100 2 4 3 75 3
Toplam 56 41 73,2 47 95 53 55,8 57




4.1.1.4. incelenen Orneklerin Hayvan Tiirii, Ornek Grubu, Irk, Yas ve Cinsiyet
Bilgilerine gore Staphylococcus spp. Izolasyon Oranlari ve Istatistik Analiz

Sonuclari

Incelenen kedi ve kopek tiirlerine ait 5rneklerde Staphylococcus spp. izolasyon
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ornek gruplar
yoniinden istatistiksel olarak degerlendirildiginde Staphylococcus spp. izolasyon
oranlar1 hasta kedi grubunda ve saglikli kdpek grubunda onemli derecede yiiksek
bulundu (P<0,05). Staphylococcus spp. izolasyon orani kedilerde itk ve cinsiyet,
kopeklerde 11k, yas, cinsiyet agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
bir fark gézlenmedi. Bes yas lizeri kedilerde Staphylococcus spp. izolasyon oraninin
onemli derecede yiiksek oldugu bulundu (P<0,05).

Tablo 13. incelenen &rneklerin hayvan tiirii, 6rnek grubu, ik, yas ve cinsiyet
bilgilerine gore Staphylococcus spp. izolasyon oranlari ve istatistik analiz sonuglari

Degiskenler N n (%) P degeri
Kedi 221 124 (56,1)
Hayvan Turi 0,054
Kopek 180 118 (65,6)
B Saglikli 165 83 (50,3)
Ornek Grubu (Kedi) 0,003**
Hasta 56 41 (73,2)
B Saglikli 85 65 (76,5)
Ornek Grubu (Kopek) 0,004**
Hasta 95 53 (55,8)
Evcil Kisa Tiylii 186 107 (57,5) 0642
Irk (Kedi) Evcil Uzun Tiiylii 32 17 (53,1) ’
Bilinmiyor* 3 0
<10kg 61 41 (67,2)
10-20 kg 27 17 (63) 0,890
Irk (Kopek)
20-40 kg 80 51 (63,8)
Bilinmiyor* 12 9 (75)
<1yas 56 24 (42,9)
1-5 ya 138 81 (58,7 0,015**
Yas (Kedi) v (8.7)
>5 yas 25 19 (76)
Bilinmiyor* 2 0
<1yas 28 20 (71,4)
1-5 yas 84 55 (65,5) 0,589
Yas (Kopek)
>5 yas 58 35 (60,4)
Bilinmiyor* 10 8 (80)
Disi 141 82 (58,2
o ) ; (582) 0,538
Cinsiyet (Kedi) Erkek 78 42 (53,8)
Bilinmiyor* 2 0
Disi 81 55 (67,9) 0.355
Cinsiyet (K6pek) Erkek 90 55 (61,1) '
Bilinmiyor* 9 8 (88,9) -

*: [statistiksel degerlendirmeye dahil edilmedi. N: 6rnek say1s1, n: Staphylococcus spp. izole edilen
orneklerin sayist, **P<0,05
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4.1.2. identifikasyon Sonuclar

Identifikasyon BD Phoenix 100 otomatize sistemi ile yapildi. BD Phoenix 100
otomatize sistemi ile SIG olarak tanimlanan izolatlar bu grup igerisinde yer alan
tiirlerin  identifikasyonu amaciyla MALDI-TOF MS analizi ile uygulandi.
Identifikasyon sonuglarinda biitiinliigiin korunmasi ve karisikliga yol agmamasi
amaciyla ilk olarak MALDI-TOF MS sonuglar1 verildi. Elde edilen verilere gore
calismada incelenen gruplarda tiim Stafilokok tiirlerinin dagilimi Dbirlikte

degerlendirildi.
4.1.2.1. MALDI-TOF MS Analiz Sonuclar

Saglikli kedilerden (n:2), hasta kedilerden (n:6), saglikli kopeklerden (n:58) ve
hasta kopeklerden (n:44) izole edilen toplam 110 adet Staphylococcus intermedius
grup (SIG) suslarinin grup i¢i tiir ayrimlarimin yapilmasi amaciyla MALDI-TOF MS
analizi uygulandi. Yapilan analiz sonrasi tiim suslar, MALDI Biotyper yaziliminin
tavsiye edilen kriterlerine gore > 2,0 skor verdi ve S. pseudintermedius olarak
identifiye edildi. Incelenen S40, S48, S88 ve S96 nolu izolatlar ve Pozitif kontrollere
(ED99 S. pseudintermedius susu) ait kiitle spektrum grafikleri Sekil 5’de gosterildi.
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Sekil 5. Incelenen SIG izolatlar1 ve Pozitif Kontrollere ait kiitle spektrum grafigi
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4.1.2.2. Kedilerde Stafilokok Tiirlerinin Prevalansi

Saglikli kedilerden izole edilen stafilokok tiirleri; % 58,4 (52/89) S. felis, % 15,7
(14/89) S. epidermidis, % 7,9 (7/89) S. aureus, % 4,5 (4/89) S. simulans, % 2,2 (2/89)
orani ile S. pseudintermedius, S.hominis, S. pettenkoferi, % 1,1 (1/89) oram ile S.
xylosus, S. capitis, S. cohnii subsp. cohnii, S. caprae, S. warneri ve S. haemolyticus
olarak identifiye edildi (Tablo 14).

Hasta kedilerden izole edilen stafilokok tiirleri; % 38,3 (18/47) S. felis, % 25,5
(12/47) S. aureus, % 12,8 (6/47) S. epidermidis, % 12,8 (6/47) S. pseudintermedius,
ve % 6,4 (3/47) S. capitis, % 2,1 (1/47) oran ile S. simulans ve S.schleiferi olarak
identifiye edildi (Tablo 14).

4.1.2.3. Kopeklerde Stafilokok Tiirlerinin Prevalansi

Saglikli  kopeklerden izole edilen stafilokok tiirleri; % 86,5 (58/67) S.
pseudintermedius, % 7,5 (5/67) S. aureus, % 4,5 (3/67) S. simulans ve % 1,5 (1/67) S.
schleiferi olarak identifiye edildi (Tablo 14).

Hasta kopeklerden izole edilen stafilokok tirleri ; % 77,2 (44/57) S.
pseudintermedius, % 8,7 (5/57) S. aureus, % 7 (4/57) S. schleiferi, % 3,5 (2/57) S.
epidermidis ve, %1,7 (1/57) oran ile S. xylosus ve S. hominis olarak identifiye edildi
(Tablo 14).

Tablo 14. Stafilokok tiirlerinin saglikli ve hasta hayvanlarda dagilimi

Kedi Kopek
Stafilokok Tiirleri Saglikli Hasta Toplam Saglikli Hasta Toplam

n % n % n % n % n % n %
S. aureus 7 79 12 25,5 19 14 5 75 5 8,7 10 8,1
S. pseudintermedius 2 2,2 6 12,7 8 59 58 86,5 44 772 102 823
S. felis 52 58,4 18 38,2 70 51,5
S. epidermidis 14 15,7 6 12,7 20 14,7 - - 2 3,5 2 1,6
S. simulans 4 45 1 2,1 5 37 3 45 - - 3 2,4
S. capitis 1 11 3 6,3 4 29
S. caprae 1 11 1 0,7
S. haemolyticus 1 11 1 0,7
S. schleiferi - - 1 2,1 1 0,7 1 15 4 7 5 4
S. hominis 2 2,2 2 15 - - 1 1,7 1 0,8
S. xylosus 1 11 1 0,7 - - 1 1,7 1 0,8
S. cohnii subsp. cohnii 1 11 1 0,7
S. warneri 1 11 1 0,7
S. pettenkoferi 2 22 2 15
Toplam 89 65,4 47 34,6 136 100 67 54 57 46 124 100
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4.1.2.4. Hasta Kedi ve Kopeklerde Stafilokok Tiirlerinin Orneklere gore Dagilin

Hasta kedilerde yiiksek prevalansa sahip olan, S. felis, S. aureus, S.
pseudintermedius, S. epidermidis’in 6rnek tiirlerine gore dagilimai:
S. felis; % 44,4 (8/18) deri svabi, % 22,2 (4/18) goz svabi, % 16,7 (3/18) kulak svabi,
% 11,1 (2/18) agiz svab1 ve % 5,6 (1/18) yara svab1 drneklerinden identifiye edildi.
S. aureus; % 75 (9/12) deri svabi, % 8,3 (1/12) oran ile kulak, agiz ve burun svabi
orneklerinden identifiye edildi.
S. pseudintermedius; % 16,7 (1/6) oran ile kulak, deri, géz, agiz, yara, burun svabi
orneklerinden identifiye edildi.
S. epidermidis; % 50 (3/6) deri svabi, % 33,3 (2/6) agiz svab1 ve % 16,7 (1/6) gdz svabi
orneklerinden identifiye edildi.

Hasta kedilerden identifiye edilen diger stafilokok tiirlerinin dagilimi Tablo
15°de gosterildi.

Tablo 15. Hasta kedilerden identifiye edilen stafilokok tiirleri

Stafilokok tirleri Kulak Deri Goz Ag1z Yara Burun
n % n % n % n % n % n %
S. aureus (n:12) 1 8,3 9 75 - 1 8,3 1 8,3
S. pseudintermedius (n:6) 1 167 1 16,7 1 16,7 1 16,7 1 16,7 1 16,7
S. felis (n:18) 3 16,7 8 44,4 4 22,2 2 11,1 1 5,6
S. epidermidis (n:6) 3 50 1 16,7 2 333
S. capitis (n:3) 1 33,3 2 66,7
S. schleiferi (n:1) 1 100
S. simulans (n:1) 1 100

Hasta kopeklerde yiiksek prevalansa sahip olan, S. pseudintermedius, S.
aureus, S. schleiferi’nin 6rnek tiirlerine gére dagilimi:
S. pseudintermedius; % 43,2 (19/44) kulak svabi, % 20,5 (9/44) deri svabi, % 18,2
(8/44) goz svablari, % 6,8 (3/44) oran ile yara ve burun svablari, % 4,5 (2/44) agiz
svab1 orneklerinden identifiye edildi.
S. aureus; % 40 (2/5) deri svabi, % 20 (1/5) oran ile kulak, gbz ve burun svabi
orneklerinden identifiye edildi.
S. schleiferi; % 75 (3/4) kulak svab1 ve % 25 (1/4) deri svabi 6rneklerinden identifiye
edildi.

Hasta kopeklerden identifiye edilen diger stafilokok tiirlerinin dagilimi Tablo
16°da gosterildi.
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Tablo 16. Hasta kopeklerden identifiye edilen stafilokok tiirleri

Kulak Deri Goz Agiz Yara Burun
Stafilokok Tiirleri

n % n % n % n % n % n %
S. aureus (n:5) 1 20 2 40 1 20 - - - - 1 20
S. pseudintermedius (n:44) 19 432 9 20,5 8 18,2 2 45 3 6,8 3 6,8
S. epidermidis (n:2) 2 100
S. schleiferi (n:4) 3 75 1 25
S. hominis (n:1) 1 100
S. xylosus (n:1) - - 1 100

4.1.2.5. Kedi ve Kopeklerde Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp. ve Koagiilaz

Negatif Staphylococcus spp. Tiirlerinin Dagilimi

Saglikl kedilerden izole edilen stafilokok tiirlerinin % 10,1 (9/89)’1 Koagiilaz
Pozitif Staphylococcus spp. (KPS) ve % 89,9 (80/89)’u Koagiilaz Negatif
Staphylococcus spp. (KNS) oldugu belirlendi. Hasta kedilerde ise bu oran % 38,3
(18/47) KPS ve % 61,7 (29/47) KNS olarak belirlendi.

Saglikl1 kopeklerden izole edilen Stafilokok tiirlerinin % 94 (63/67)’i KPS ve
% 6 (4/67)’s1 KNS oldugu belirlendi. Hasta kopeklerde ise bu oran % 87,7 (50/57)
KPS ve % 12,3 (7/57) KNS olarak belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. Saglikli ve hasta kedi ve kopeklerden izole edilen KPS ve KNS Tiirlerinin
Dagilim1
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Kedi ve kdpeklerde KPS ve KNS tiirlerinin prevalansi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; kedilerde KNS tiirlerinin, kopeklerde ise KPS tiirlerinin
prevalansinin yiiksek oldugu saptandi (P< 0,05). Hem kedilerde hem de kopeklerde
saglikli ve hasta gruba ait 6rnekler arasinda KNS tiirleri yoniinden énemli bir fark
gbzlenmedi (P> 0,05). KPS tiirleri yoniinden degerlendirildiginde ise, hasta kedilerde
ve saglikli kopeklerde KPS tiirlerinin prevalansinin 6nemli derecede yiiksek oldugu
bulundu (P< 0,05) (Tablo 17).

Tablo 17. KPS ve KNS tiirlerinin hayvan tiirii ve 6rnek gruplarina gore prevalansi ve
istatistik analiz sonuglari

KNS KPS
N n (%) P degeri n (%) P degeri
Tiir Kedi 221 101 (45,7) 27 (12,2)
0,000** 0,000**
Kopek 180 11 (6,1) 109 (60,6)
Ornek grubu (Kedi Saglikli 165 74 (44,8 95,5
grubu (Kedi) 8 (44.8) 0,662 (5.9) 0,000%*
Hasta 56 27 (48,2) 18 (32,1)
Ornek grubu (Kopek Saglikl 85 4(4,7 61 (71,8
grubu (K8pek) g @ 0,457 (71.8) 0,004%*
Hasta 95 7(7,4) 48 (50,5)
** P<0.005

Kedilerde KNS tiirlerinin prevalansi ve kopeklerde KPS tiirlerinin prevalansi
ik, yas ve cinsiyete gore istatistiksel acidan degerlendirildiginde anlamli bir fark

olmadig1 belirlendi (Tablo 18).

Tablo 18. Kedilerde KNS tiirlerinin ve kdpeklerde KPS tiirlerinin 6rnek grubu, 1rk, yas
ve cinsiyete gore prevalansi ve istatistik analiz sonuglari

KNS KPS
Kedi Degiskenler N n (%) P degeri Kopek  Degiskenler N n (%) P degeri
EKT 186 87 (46,8) 0.751 <10kg 61 40 (65,6)
Irk EUT 32 14(4398) " 10-20 kg 27 14 (51,9) 0,452
Bilinmiyor* 3 20-40 kg 80 47 (58,8)
Bilinmiyor* 12 -
<1yas 56 22 (39,3) <1yas 28 18 (64,3)
1-5 yas 138 68(49,3) 0,438 1-5 yas 84 53 (63,1) 0,452
Yas Yas
>5 yas 25 11 (44) >5 yas 58 31(534)
Bilinmiyor* 2 Bilinmiyor* 10 -
Disi 141 70 (49,6) 0,159 Disi 81 52 (64,2) 0,195
Cinsiyet  Erkek 78 31 (39,7) Cinsiyet Erkek 90 49 (54,4)
Bilinmiyor* 2 Bilinmiyor* 9 -

*: [statistiksel degerlendirmeye dahil edilmedi. N: &rnek sayis1, n: KNS ve KPS. izole edilen érneklerin
sayis1, EKT: Evcil Kisa Tiyli, EUT: Evcil Uzun Tiiyli
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4.1.2.6. Kedilerde Coklu izolatlara ait Bilgiler

Saglikli kedilerin % 3,6 (6/165; n: 89)’sinda ve hasta kedilerin % 10,3 (6/56;
n:47)tinde birlikte iki farkli Stafilokok tiirii izole edildi.

Saglikli kedilerden birlikte izole edilen her iki Stafilokok tiiriiniin koagiilaz
negatif oldugu belirlendi. S. felis (n:5) ve S. epidermidis’in (n:3) g¢ogunlugu
olusturdugu tespit edildi.

Hasta kedi grubunda incelenen orneklerin 4 adedinde KPS’nin ve KNS’ nin
birlikte bulundugu ve iki adedinde ise her iki Stafilokok tiirinlin KNS oldugu
belirlendi. KPS ve KNS’ birlikte bulundugu &rnekler deri svablartydi ve 6rneklerin
timiinde S. felis ve S. aureus birlikte bulundugu belirlendi. Bu grupta S. felis (n:5) ve
S. aureus’un (n:4) ¢ogunlugu olusturdugu tespit edildi. Saglikli ve hasta kedilerdeki
coklu izolatlara ait identifikasyon bilgileri Tablo 19’da gosterildi.

Tablo 19. Kedilerden izole edilen ¢oklu izolatlara ait bilgiler

Ornek No Saghkh Kedi Ornek No Hasta Kedi
S17 S. felis ve S. epidermidis H11 S. felis ve S. aureus (Deri)
S155 S. felis ve S. epidermidis H22 S. felis ve S. aureus (Deri)
S8l S. felis ve S. haemolyticus H23 S. felis ve S. aureus (Deri)
S6 S. felis ve S. cohnii subsp. cohnii H46 S. felis ve S. aureus (Deri)
S201 S. felis ve S. simulans H27 S. felis ve S. capitis (Ag1z)
S16 S. epidermidis ve S. warneri H3 S. epidermidis ve S. schleiferi (Ag1z)

4.1.2.7. Képeklerde Coklu Izolatlara ait Bilgiler

Saglikli kopeklerin % 2,4 (2/85; n: 67)’linde ve hasta kopeklerin % 4,3 (4/95,
n:57)’tinde iki farkli Stafilokok tiirii izole edildi.

Saglikli kopeklerden izole edilen her iki Stafilokok tiiriiniin KPS ve her iki
ornekte de S. pseudintermedius ve S. aureus’ un birlikte bulundugu belirlendi.

Hasta kdpek grubunda incelenen 6rneklerin iki adedinde KPS nin, bir adedinde
KNS’nin ve diger bir adedinde hem KPS hem de KNS’nin birlikte bulundugu tespit
edildi. Coklu izolatlarda S. aureus (n:3), S. pseudintermedius (n:2) ve S. epidermidis’in
(n:2) ¢ogunlugu olusturdugu tespit edildi. Saglikli ve hasta kopeklerdeki coklu
izolatlara ait identifikasyon bilgileri Tablo 20°de gosterildi.
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Tablo 20. Kopeklerden izole edilen ¢oklu izolatlara ait bilgiler

Ornek No Saglikli Kopek Ornek No Hasta Kopek
S31 S. pseudintermedius ve S. aureus 19336 S. pseudintermedius ve S. aureus (Goz)
S229 S. pseudintermedius ve S. aureus H8 S. pseudintermedius ve S. aureus (Kulak)
H54 S. epidermidis ve S. aureus (Deri)
H30 S. epidermidis ve S. xylosus (Deri)

4.2. Antimikrobiyal Duyarhlk Testi Sonuclar:

Elde edilen toplam 260 adet Stafilokok izolatina BD Phoenix 100 otomatize
cihazinda identifikasyon ile es zamanli olarak antimikrobiyal duyarlilik testi
uygulandi. Bu test ile 9 farkli antimikrobiyal grubunda yer alan 21 antimikrobiyal
degerlendirildi.

Gram pozitif panel icerisinde bulunan nitrosefin tabanl test ile de izolatlarin

beta-laktamaz aktiviteleri degerlendirildi.
4.2.1. Beta-laktam Grubu Antimikrobiyallere Duyarhlik Test Sonuclari

Izolatlarin beta-laktamaz aktivitesi tespiti (penisilinaz labil penisilinlere direng
durumlari) penisilin MIK’lerine ve nitrosefin test sonuglarina gore degerlendirildi.
Penisiline direngli bulunan Stafilokok tiirleri diger penisilinaz-labil penisilinlere de
(6rn: ampisilin) direncli kabul edildi.

Calismada kedilerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 57,4 (78/136)
oraninda beta-laktamaz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Bu oran saglikli
kedilerde % 55,1 (49/89) ve hasta kedilerde ise % 61,7 (29/47) olarak saptandi.

Kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 50 (62/124) oraninda
beta-laktamaz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Bu oran saglikli

kopeklerde % 46,3 (31/67) ve hasta kopeklerde ise % 54,4 (31/57) olarak saptandi.

Tablo 21. Staphylococcus spp.’nin penisilin direnci ve nitrosefin test sonuglari

P Nitrosefin Test
Staphylococcus spp. (n) n % n %
Saglikli 89 49 55,1 49 55,1
Kedi Hasta 47 29 61,7 29 61,7
Toplam 136 78 57,4 78 57,4
Saghklt 67 31 46,3 31 46,3
Kopek Hasta 57 31 54,4 31 54,4
Toplam 124 62 50 62 50
Genel Toplam 260 140 53,8 140 53,8

P: Penisilin
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Saglikli kedilerde beta-laktamaz enzim aktivitesinin en fazla goriildiigi tirler
% 42,9 (21/49) S. felis ve % 22,4 (11/49) S. epidermidis ve hasta kedilerde ise % 34,5
(10/29) S. aureus ve % 20,7 (6/29) S. felis ve S. epidermidis olarak saptandi. Saglikli
ve hasta kopeklerde ise sirasiyla % 90,3 (28/31) ve %77,4 (24/31) oran ile beta-
laktamaz enzim aktivitesinin en fazla goriildiigii tiirtin S. pseudintermedius oldugu
saptand1 (Tablo 22).

Tablo 22. Beta-laktamaz enzim aktivitesi bulunan Stafilokok tiirlerinin kedi ve
kopeklerdeki dagilim

Kedi Kopek Genel
Stafilokok Tiirleri Saglikli Hasta Toplam Saglikli Hasta Toplam Toplam
(n:49) (n:29) (n:78) (n:31) (n:31) (n:62) (n:140)

n % n % n % n % n % n % n %
S. aureus 4 82 10 345 14 179 3 9,7 3 9,7 6 97 20 14,3
S.pseudintermedius 1 2 4 138 5 64 28 903 24 774 52 839 57 40,7
S. felis 21 429 6 20,7 27 346 - - - - - - 27 19,3
S. epidermidis 11 224 6 20,7 17 218 - - 1 3,2 1 16 18 12,9
S. simulans 3 6,1 1 34 4 51 4 2,9
S. hominis 2 41 2 2,6 - - 1 3,2 1 1,6 3 2,1
S. pettenkoferi 1 2 - - 1 1,3 - - - - - - 1 0,7
S. capitis 1 2 2 6,9 3 3,8 3 2,1
S. caprae 1 2 1 1,3 1 0,7
S. cohnii subsp.
cohnii 1 2 - - 1 1,3 1 0,7
S. haemolyticus 1 2 - - 1 1,3 1 0,7
S. xylosus 1 2 - - 1 1,3 - - 1 3,2 1 1,6 2 14
S. warnerii 1 2 - - 1 13 1 0,7
S. schleiferi - - - - - - - - 1 3,2 1 1,6 1 0,7

Metisilin direncini saptamak amaciyla S. aureus’ta sefoksitin ve/veya oksasilin
MiK leri, KNS, S. pseudintermedius ve S. schleiferi’de yalnizca oksasilin MIK ’leri
degerlendirildi. Stafilokok tiirlerine gore yapilan degerlendirme sonucu oksasilin
ve/veya sefoksitin direngli bulunan izolatlar fenotipik olarak metisilin direncli
Staphylococcus spp. olarak ifade edildi.

Toplam 260 Stafilokok susunun 41 adedi (% 15,8) fenotipik MRS olarak
tanimlandi. Calismada kedilerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 17,6
(24/136), oraninda fenotipik MRS oldugu saptandi. Bu oran saglikli kedilerde % 16,9
(15/89) ve hasta kedilerde ise % 19,1 (9/47) idi. Kopeklerden izole edilen
Staphylococcus spp.’nin % 13,7 (17/124) oraninda fenotipik MRS oldugu saptandi. Bu
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oran saglikli kopeklerde % 13,4 (9/67) ve hasta kopeklerde ise % 14 (8/57) idi (Tablo
23).

Fenotipik MRS saptanan izolatlar, oksasilin (penisilinaz-stabil penisilinler),
sefoksitin  (sefalosporinler), amoksisilin/klavulanat  (beta-laktamaz intibitor
kombinasyonlari), penisilin ve ampisiline (penisilinaz-labil penisilinler) direncli

olarak degerlendirildi.

Tablo 23. Hayvan tiirlerine ve stafilokok tiirlerine gére oksasilin ve sefoksitin direng
durumlar1 ve fenotipik MRS oranlari

OX FOX Toplam MRS
N n % n % n %
S. aureus 7 0 0 0 0
Saglikli . )
(:89) S. pseudintermedius 2 1 50 - - 15 16,9
n:
KNS 80 14 17,5
S. aureus 12 1 83 1 83
Hasta S. pseudintermedius 6 4 66,6
9 19,1
Kedi (n:47) S. schleiferi 1 0 0
KNS 28 4 14,3
S. aureus 19 1 53 1 53
Toplam S. pseudintermedius 8 5 62,5
- 24 17,6
(n:136) S. schleiferi 1 0 0
KNS 108 18 16,6
S. aureus 5 2 40 2 40
Saglikli S. pseudintermedius 58 7 12,1
o 9 13,4
(n:67) S. schleiferi 1 0 0
KNS 3 0 0
S. aureus 5 1 20 1 20
Hasta S. pseudintermedius 44 6 13,6
Kopek o 8 14
(n:57) S. schleiferi 0 0
KNS 1 25
S. aureus 10 3 30 3 30
Toplam S. pseudintermedius 102 13 12,7
o 17 13,7
(n:124) S. schleiferi 5 0 0
KNS 7 1 14,3
S. aureus 29 4 13,8 4 13,8
Genel Toplam S. pseudintermedius 110 13 11,8
41 15,8
(n:260) S. schleiferi 6 0 0
KNS 115 19 16,5

N: 6rnek sayisi, OX: oksasilin, FOX: sefoksitin

Kedi ve kopeklerde fenotipik MRS’nin tiirlere gore dagilimi Tablo 24’de

ayrica verildi.
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Tablo 24. Fenotipik metisilin direngli Stafilokok tiirlerinin kedi ve kopeklerdeki
dagilim

Kedi Kopek Genel
Saglikli Hasta Toplam Saglikli Hasta Toplam Toplam
Stafilokok Tirleri
(n:15) (n:9) (n:24) (n:9) (n:8) (n:17) (n:41)
n % n % n % n % n % n % n %
S. aureus 1 111 1 41 2 222 1 125 3 176 4 9,8
S.pseudintermedius 1 6,7 4 444 5 20,8 7 778 6 75 13 765 18 43,9
S. felis 1 6,7 1 111 2 8,3 2 49
S. epidermidis 6 40 2 22,2 8 33,3 8 19,5
S. hominis 2 13,3 2 83 - - 1 125 1 59 3 73
S. pettenkoferi 2 13,3 2 8,3 2 4,9
S. capitis - - 1 111 1 41 1 24
S. cohnii subsp. 6,7 1 4,1 - - - - - 2,4
cohnii ! - !
S. haemolyticus 1 6,7 - - 1 4,1 - - - - - - 1 2,4
S. xylosus 1 6,7 - - 1 41 - - - - - - 1 2,4

4.2.2. Diger Grup Antimikrobiyallere Duyarhlik Test Sonuclari

Aminoglikozit grubu igerisinde yer alan amikasin ve gentamisin
antimikrobiyalleri yoniinden degerlendirme yapildi. Elde edilen Stafilokok suslart %
0,4 oraninda amikasine direngli bulundu. Saglikli kedilerden izole edilen S. felis’in
amikasine direncli tek sus oldugu saptandi. Tiim izolatlarin gentamisine % 13,5
oraninda direncli oldugu bulundu.

Glikopeptit grubu igerisinde yer alan teikoplanin ve vankomisin
antimikrobiyalleri yoniinden degerlendirme yapildi. Elde edilen tiim Stafilokok suslari
vankomisine duyarli bulunurken, teikoplanine % 0,4 oraninda direngli bulundu. Hasta
kopek grubunda piyoderma vakasindan izole edilen S. pseudintermedius susu
teikoplanine direcli tek sus oldugu saptandi.

Makrolid grubu igerisinde yer alan eritromisin, linkozamid grubu igerisinde yer
alan klindamisin ve oksazolidinonlardan linezolid antimikrobiyali ydniinden
dgerlendirme yapildi. Stafilokok suslart % 31,5 oraninda eritromisine, % 19,6
oraninda klindamisine diren¢li bulunurken, tiim suslarin linezolide duyarli oldugu
bulundu.

Florokinolon grubu igerisinde yer alan siprofloksasin, levofloksasin ve

moksifloksasin antimikrobiyali yoniinden degerlendirme yapildi. Stafilokok suslar1 %
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8,1 oraninda siprofloksasine, % 8,5 oraninda levofloksasine ve % 7,7 oraninda
moksifloksasine direngli bulundu.

Tetrasiklin grubu igerisinde yer alan tetrasiklin antimikrobiyali yoniinden
degerlendirme yapildi. Elde edilen Stafilokok suslart % 25,8 oraninda tetrasikline
direncli bulundu. Tetrasiklin direnci saglikli kopek izolatlarinda % 35,8 ve hasta kopek
izolatlarinda % 50,9 oraninda bulundu.

Daptomisin, fosfomisin, fusidik asit, rifampisin ve trimetoprim
/sulfametaksazol antimikrobiyalleri yoniinden degerlendirme yapildi. Elde edilen
Stafilokok suslart daptomisine % 0,4 oraninda, fosfomisine % 13,5 oraninda, fusidik
asite % 6,5 oraninda, rifampisine % 5,8 oraninda, trimetoprim/sulfametaksazole % 10
oraninda direngli bulundu. Hasta kdpek grubunda otitis vakasindan izole edilen S.

pseudintermedius susu daptomisine diregli tek sus oldugu saptandi.
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Tablo 25. Saglikli ve hasta grup izolatlarinda beta-laktam grubu disindaki diger antimikrobiyallere duyarlilik testi sonuglari

Kedi Kopek Toplam (n:260)
)
E\ Saglikli Hasta Saglikli Hasta
Antimikrobiyal g (n:89) (n:47) (n:67) (n:57)
Gruplart =
£ s | R s | R s | R s | R s | R
<
n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
AN 88 98,9 - 111 45957 243 - 67 100 - - 56 982 1 18 - 256 985 3 1.2 1 04
Aminoglikozit
GM 83 934 - 6 6,7 38 80,9 - 9191 58 86,6 - 9 134 46 80,7 - 11 19,3 225 86,5 - 35 135
TEC 89 100 - - 47 100 - - 67 100 - - 56 98,2 - 118 259 99,6 - 1 04
Glikopeptit
VA 89 100 - - 47 100 - - 67 100 - - - - - 260 100 - -
Makrolid E 53 59,6 - 36 404 31 66 - 16 34 55 82,1 - 12 179 39 684 - 18 31,6 178 685 - 82 315
Linkozamid cc 47 528 21236 21236 28596 7149 12 255 42627 19333 6 9 32561 13228 12211 149573 60 23,1 51 19,6
Oksazolidinon LzD 89 100 - - 47 100 - - 67 100 - - 57 100 - - 260 100 - -
CIP 85 95,5 - 4 45 43 915 - 485 61 91 - 6 9 50 87,7 - 7 12,3 239 919 - 2181
Florokinolon LvX 85955 - 4 45 43 91,5 - 485 61 91 - 6 9 49 86 - 8 14 238 91,5 - 22 85
MXE 85 955 - 4 45 42 89,4 - 5 10,6 61 91 - 6 9 52 91,2 - 5 88 240 92,3 - 20 7,7
Tetrasiklin TE 78876 4 45 779 40 85,1 - 7 149 43 64,2 - 24 358 28 49,1 - 29 509 189727 4 15 67 25,8
DAP 89 100 - - - - - - - - 56 98,2 - 118 259 99,6 - 1 04
FF 64 71,9 - 25281 3983 - 8 17 67 100 - - 55 96,5 - 2 35 225 86,5 - 35135
Diger FA 78 87,6 - 11 12,4 45 957 243 67 100 - - 53 93 - 4 7 243 935 - 17 6,5
RA 87 97,8 - 2 2.2 44 93,6 364 61 91 - 6 9 53 93 - 4 7 245 94,2 - 15 5,8
SXT 87978 - 2 2.2 42 894 5 10,6 54 80,6 - 13 194 51 895 - 6 105 234 90 - 26 10
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Calismada prevalansi yliksek saptanan S. pseudintermedius, S. felis, S. aureus
ve S. epidermidis tiirlerinin kendi aralarinda farkli antimikrobiyallere direngleri
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Yukarida bildirilen Stafilokok tiirlerinde en yiiksek oranda direng penisilin ve
ampisiline karsi saptandi. Bu tiirler arasinda S. epidermidis’in % 81,8 oran ile en
yiiksek penisiline ve ampisiline direng gosteren tiir oldugu belirlendi (P< 0,05).
Fenotipik metisilin direnci ise tiirler arasinda cesitlilik gosterdi ve yine S.
epidermidis’in % 36,4 oran ile oksasilin, sefoksitin ve amoksisilin klavulanik asit
antimikrobiyallerine en yiikksek direngli tiir oldugu belirlendi (P<0,05). Diger
antimikrobiyaller yoniinden degerlendirildiginde, S. aureus’un % 27,6 ile gentamisine,
S. epidermidis’in % 68,2 ve % 40,9 oranlar1 ile eritromisine ve fusidik asite, S. felis’in
% 38,6 oran ile fosfomisine en direngli tiirler oldugu saptandi (P<0,05). S.
pseudintermedius’un % 48,2, % 12,7 ve % 20,9 oranlari ile ise tetrasiklin, rifampisin

ve trimetoprim siilfametoksazole en direngli tiir oldugu tespit edildi (P<0,05).

Tablo 26. En fazla izole edilen Stafilokok tiirlerinin antimikrobiyal direng profili ve
istatistiksel analiz sonuglar1

S. pseudintermedius (n:110) S. felis (n:70) S. aureus (n:29) S. epidermidis (n:22) P degeri
n % n % n % n %

P 57 51,8 27 38,6 20 69 18 81,8 0,001**
AM 57 51,8 27 38,6 20 69 18 81,8 0,001**
AMC 18 16,4 2 2,9 4 13,8 8 36,4 0,001**
OoX 18 16,4 2 2,9 4 13,8 8 364 0,001**
FOX 18 16,4 2 2,9 4 13,8 8 36,4 0,001**
AN 0 0 1 14 0 0 0 0 0,511
GM 24 21,8 1 14 8 27,6 0 0 0,000**
TEC 1 0,9 0 0 0 0 0 0 0,776
VA 0 0 0 0 0 0 0 0 -*
E 31 28,2 17 24,3 6 20,7 15 68,2 0,000**
cC 20 18,2 17 243 5 17,2 4 18,2 0,749
LZD 0 0 0 0 0 0 0 0 -*
CIp 18 16,4 0 0 0 0 3 13,6 0,001**
LVX 18 16,4 0 0 0 0 4 18,2 0,000**
MXF 16 14,5 0 0 0 0 4 18,2 0,001**
TE 53 48,2 2 2,9 2 6,9 4 18,2 0,000**
DAP 1 0,9 0 0 0 0 0 0 0,775
FF 2 1,8 27 38,6 0 0 1 45 0,000**
FA 1 0,9 0 0 0 0 9 40,9 0,000**
RA 14 12,7 0 0 0 0 0 0 0,000**
SXT 23 20,9 0 0 1 34 2 9,1 0,000**

*.istatiksel degerlendirmeye alinmadi. **: p<0,05
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4.2.3. Coklu Antimikrobiyal Diren¢ (MDR) Sonuglari

Izole edilen toplam 260 adet Stafilokok susunun 70 adedinin en az ii¢ farkl
gruba ait antimikrobiyallere kars1 direngli oldugu bulundu. Buna gore % 26,9 oraninda
¢oklu antimikrobiyal direngli (MDR) Staphylococcus spp. tespit edildi. Kedi ve
kopeklerden elde edilen Staphylococcus spp.’nin tek, iki ve en az ii¢ grup
antimikrobiyallere direnglilik durumu Tablo 27°de gosterildi.

Tablo 27. Kedi ve kopeklerdeki Staphylococcus spp.’nin antimikrobiyal grup
sayilarina gore diren¢ dagilimlari

Direng Kedi Kopek
Saptanan Saglikli Hasta Saglikli Hasta Toplam
Antimikrobiyal (n:89) (n:47) (n:67) (n:57) (n:260)
Grup Sayist n % n % n % n % n %
1 25 28,1 17 36,2 15 22,4 10 17,5 67 25,8
2 19 21,3 7 14,9 11 12,4 11 19,3 48 18,5
Enaz 3* 26 29,2 14 29,8 12 17,9 18 31,6 70 26,9

*Bu gruptakiler MDR olarak belirlendi.
4.3. PCR Analiz sonuclari

Toplam 260 Stafilokok susu multiplex PCR ile mecA, mecC ve blaZ genleri
yoniinden incelendi. mecA (162 bg) ve mecC (138 bg) gen bolgelerinin bant
biiyiikliiklerinin birbirine yakin olmasi nedeniyle, incelenen Orneklerin bu gen
bolgelerinde pozitif bant saptandigi durumlarda sdzkonusu genler yoniinden tekrar
ayr1 ayr1 PCR islemi yapilarak sonug teyit edildi.

PCR analizleri sonucunda izolatlarin % 50,4 (131/260) oraninda blaZ geni,
%13,5 (35/260) oraninda mecA genini tasidiklari, mecC genini ise tagimadiklar
saptand1. Saglikli ve hasta grup kedi ve kopek izolatlarinda blaZ ve mecA genlerinin

bulunma oranlar1 Tablo 28’de gosterildi.

Tablo 28. Stafilokok suslariin mecA, mecC, ve blaZ genlerini bulundurma oranlari

Izolat (n) blaz (%) mecA (%) mecC (%)
Saglikls 89 44 (49,4) 11 (12.4)
Kedi Hasta 47 29 (61,7) 8 17)
Toplam 136 73 (53,7) 19 (14)
Saglikh 67 30 (44,8) 9 (134)
Kopek Hasta 57 28 (49,1) 7 (123)
Toplam 124 58  (46,8) 16 (12,9)
Genel Toplam 260 131 (50,4) 35 (135
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Stafilokok suslarinin mecA ve blaZ genlerini tek ve birlikte bulundurma

durumlan Sekil 7°de verilmistir.

Saglikli Kedi Hasta Kedi

mecA blaZ mecA blaZ
Saglikli Képek Hasta Képek

mecA blaZ mecA blaz

Sekil 7. Kedi ve kopeklerde Stafilokok suslarmin mecA ve blaZz genlerinini
bulundurma durumlari

Beta-laktamaz enzim tretimi kodlayan blaZ geni kedilerden izole edilen
stafilokoklarin % 53,7 (73/136) ve kopeklerden izole edilen stafilokoklarin %
46,8’inde (58/124) tespit edildi. Buna gore saglikli kedi izolatlarinin % 49,4 (44/89)
ve hasta kedi izolatlarinin % 61,7 (29/47) oranlarinda, saglikli kdpek izolatlarinin %
44,8 (30/67) ve hasta kopek izolatlarmin % 49,1 (28/57) oranlarinda beta-laktamaz
enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi.

Bu gen bolgesini barindiran 131 adet Stafilokok susunun % 42 (55/131) S.
pseudintermedius, % 19,8 (26/131) S. felis, % 15,3 (20/131) S. aureus % 12,2 (16/131)
S. epidermidis, % 3,1 (4/131) S. simulans, % 1,5 (2/131) oranlar ile S. capitis ve S.
hominis, % 0,8 (1/131) oranlar ile S. caprae, S. pettenkoferi, S. haemolyticus, S.
schleiferi, S. warnerii ve S. xylosus tiirleriydi.

Kedilerden izole edilen blaZ aracili beta-laktamaz enzim aktivitesine sahip
Stafilokok tiirleri % 35,6 (26/73) S. felis, % 21,9 (16/73) S. epidermidis, % 19,2 (14/73)
S. aureus, % 6,8 (5/73) S. pseudintermedius, % 5,5 (4/73) S. simulans, % 2,7 (2/73) S.
capitis ve S. hominis, % 1,4 (1/73) orani ile S. pettenkoferi, S. caprae, S. haemolyticus

ve S. warnerii oldugu belirlendi (Tablo 29).
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Kopeklerden izole edilen beta-laktamaz enzim aktivitesine sahip Stafilokok
tiirlerinin% 86,2 (50/58) S. pseudintermedius, % 10,3 (6/58) S. aureus, % 1,7 (1/58)

orani ile S. schleiferi ve S. xylosus oldugu belirlendi (Tablo 29).

Tablo 29. blaZ geni saptanan Stafilokok tiirlerinin kedi ve kdpeklerdeki dagilimi

Kedi Kopek Genel
Stafilokok tiirleri Saglikli Hasta Toplam Saglikli Hasta Toplam Toplam
(n:44) (n:29) (n:73) (n:30) (n:28) (n:58) (n:131)
n % n % n % n % n % n % n %
S. aureus 4 91 10 345 14 192 3 10 3 10,7 6 10,3 20 153
S. pseudintermedius 1 2,3 4 13,8 5 6,8 27 90 23 821 50 86,2 55 42
S. felis 20 455 6 207 26 356 @ - - - - - - 26 198
S. epidermidis 10 22,2 6 20,7 16 219 - - - - - - 16 12,2
S. simulans 3 6,8 1 34 4 55 4 31
S. hominis 2 45 - - 2 2,7 - - - - - - 2 15
S. pettenkoferi 1 2,3 1 14 1 0,8
S. capitis - - 2 6,9 2 2,7 2 15
S.  cohnii  subsp.
cohnii
S. caprae 1 2,3 - - 1 1,4 1 0,8
S. haemolyticus 1 2,3 - - 1 1,4 1 0,8
S. xylosus - - - - - - - - 1 3,6 1 1,7 1 0,8
S. warnerii 1 2,3 - - 1 14 1 0,8
S. schleiferi - - - - - - - - 1 3,6 1 1,7 1 0.8

Toplam 260 Stafilokok susunun 35 adedi (% 13,5) genotipik olarak MRS
oldugu tespit edildi. MRS tiirlerinin % 51,4’ MRSP, % 22,9’u MR S. epidermidis
(MRSE), % 11,4t MRSA, % 5,7’si MR S. hominis, % 2,9 oran ile MR S. cohnii
subsp. cohnii, MR S. haemolyticus, MR S. capitis oldugu tespit edildi.

Tiim kedilerde MRS prevalanst % 8,6 (19/221) olarak belirlendi. Bu oran
saglikli kedilerde % 6,7 (11/165) ve hasta kedilerde % 14,3 (8/56) idi.

Kedilerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 14 (19/136)’i MRS olarak
tanimlandi. Bu oran saglikli kedilerde % 12,4 (11/89) ve hasta kedilerde % 17
(8/47)’si idi.

Kedilerden izole edilen MR tiirlerin % 42,11 (8/19) S. epidermidis, % 26,3’
(5/19) S. pseudintermedius, % 10,5’1 (2/19) S, hominis, % 5,7 (1/19) oran ile S. aureus,
S. cohnii subsp. cohnii, S. haemolyticus ve S. capitis oldugu saptandi. En yiiksek

oranlarda metisilin direnci gozlenen tiirler, saglikli kedilerde S. epidermidis (% 54,5),
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S. hominis (% 18,2) ve hasta kedilerde S. pseudintermedius (% 50), S. epidermidis (%
25) idi (Tablo 30).

Tiim kopeklerde MRS prevalanst % 8,9 (16/180) olarak belirlendi. Bu oran
saglikli kopeklerde % 10,6 (9/85) ve hasta kopeklerde % 7,4 (7/95) idi.

Kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 12,9 (16/124)’u MRS
olarak tanimlandi. Bu oran saglikli kopeklerde % 13,4 (9/67) ve hasta kopeklerde %
12,3 (7/57) idi.

Kopeklerden izole edilen MR tiirlerin % 81,3 (13/16)’i S. pseudintermedius,
% 18,8 (3/16)’i S. aureus oldugu belirlendi. En yiiksek oranda metisilin direnci
gozlenen tiir saglikli ve hasta kopeklerde (% 78,8 ve % 85,7) S. pseudintermedius’tu
(Tablo 30).

Tablo 30. mecA geni saptanan Stafilokok tiirlerinin kedi ve kdpeklerdeki dagilimi

Kedi Kopek Genel
Saglikli Hasta Toplam Saglikl Hasta Toplam Toplam
Stafilokok tiirleri
(n:11) (n:8) (n:19) (n:9) (n:7) (n:16) (n:35)
n % n % n % N % n % n % n %
S. aureus 1 125 1 53 2 22,2 1 143 3 18,8 4 11,4

S. pseudintermedius 1 9,1 4 50 5 26,3 7 78,8 6 857 13 81,3 18 51,4
S. felis -
S. epidermidis 6 545 2 25 8 42,1 - - - - - - 8 22,9

S. hominis 2 1872 - - 2 10,5 - - - - - - 2 57
S. pettenkoferi
S. capitis - - 1 125 1 53 - - - - - - 1 29
S. cohnii subsp.

. 1 91 - - 1 53 - - - - - - 1 29
cohnii
S. haemolyticus 1 9,1 - - 1 53 - - - - - - 1 2,9
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Ladder +K +K +K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

blaZ (+K)
421 bg
400 b —
300 bg  e—
200 bg  e—
100 bg  e—

mecA (+K "
162(bg ) 4,6, 11, 12, 13 nolu 6rnekler blaZ pozitif

14 nolu 6rnek hem blaZ hem de mecA pozitif
mecC(+K)
138 bg

Sekil 8. Multipleks PCR analiz sonuglari

Ladder+K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Ladder

w
mecA S
PCR i
-
mecA (+K) <— i
162 be :

mecC
PCR

mecC (+K) 200 bg
138 bg < TO0 B¢

-

2,
1

s

3,5,6,7,8,9, 10, 11 nolu 6rnekler mecA pozitif
4, 12 nolu 6rnekler mecA negatif

Sekil 9. mecA ve mecC PCR analiz sonuglari
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4.4. Beta-laktam Direncinin Fenotipik ve Genotipik Degerlendirilmesi

Tiim izolatlarin beta-laktamaz enzimi yoniinden fenotipik ve genotipik test
sonuclar1 karsilastirildiginda fenotipik beta-laktamaz aktivitesi oranlarinin (% 53.8)
genotipik oranlardan (% 50,4) daha yiiksek oldugu saptandi. Metisilin direnci
yoniinden yapilan degerlendirmede de fenotipik metisilin direncinin (% 15,8)
genotipik metisilin direncinden (% 13,5) daha yiiksek oldugu bulundu (Tablo 31).

Tablo 31. Kedi ve kopeklerde beta-laktamaz aktivitesi ve MRS’nin fenotipik ve

genotipik karsilastirilmasi
Nitrosefin Test ve

Penisilin Direnci blaz Fenotipik MRS mecA
N n % n % n % n %
Kedi Saglikli 89 49 55,1 44 49,4 15 16,9 11 12,4
Hasta 47 29 61,7 29 61,7 9 19,1 8 17
Toplam 136 78 57,4 73 53,7 24 17,6 19 14
Kopek Saglikli 67 31 46,3 30 44,8 9 13,4 9 13,4
Hasta 57 31 54,4 28 49,1 8 14 7 12,3
Toplam 124 62 50 58 46,8 17 13,7 16 12,9
Genel Toplam 260 140 53,8 131 50,4 41 15,8 35 13,5

Fenotipik olarak beta-laktamaz aktivitesine sahip ancak blaZ geni
bulundurmayan tiirler, saglikli kedilerde S. felis (n:1), S. epidermidis (n:1), S. capitis
(n:1), S. cohnii subsp. cohnii (n:1)ve S. xylosus (n:1), saglikli kopeklerde S.
pseudintermedius (n:1), hasta kopeklerde S. pseudintermedius, S. epidermidis, S.
hominis 'tir (n:1).

Fenotipik MRS ancak mecA ve mecC geni bulundurmayan suslar saglikli
kedilerde, S. felis (n:1) ve S. pettenkoferi (n:2), hasta kedilerde S. felis (n.1) ve hasta

kopeklerde S. hominis (n:1) tiirleridir.
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Tablo 32. Kedi ve kopeklerdeki Stafilokok tiirlerine gore fenotipik ve genotipik direng

durumunun karsilastirilmast

Kedi (n:136) Kopek (n:124)
Stafilokok tiirleri Nitrosefin Nitrosefin
test pozitif Fenotipik test pozitif Fenotipik
ve Penisilin MRS mee ve Penisilin MRS mech
direngli direngli

S. aureus 14 14 1 1 6 6 3 3
S. pseudintermedius 5 5 5 5 52 50 13 13
S. felis 27 26 2 - - - - -
S. epidermidis 17 16 26 8 1 - - -
S. simulans 4 4 16 - - - - -
S. hominis 2 2 4 2 1 - 1 -
S. pettenkoferi 1 1 2 - - - - -
S. capitis 3 2 1 1 - - - -
S. caprae 1 1 2 - - - - -
S. cohnii subsp. cohnii 1 - 1 1 - - - -
S. haemolyticus 1 1 - 1 - - - -
S. xylosus 1 - 1 - 1 1 - -
S. warnerii 1 1 - - - - - -
S. schleiferi - - - - 1 1 - R
Toplam 78 73 24 19 62 58 17 16

4.5. Kirby Bauer Disk Difiizyon Testi

Fenotipik ve genotipik testler sonucu metisilin direnci saptanan Stafilokok

tiirlerinde teyit amaciyla Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemi kullanilarak sefoksitin

(30 pg/disk) ve oksasiline (1 pg/disk) karsit duyarlilik durumlar degerlendirildi.

Metisilin direnci bulunan tiim tiirlerin incelenen antimikrobiyaller yoniinden de
direngli oldugu bulundu (Tablo 33 ve Tablo 34).

Tablo 33. Kedilerden izole edilen MRS suslarinda Kirby Bauer disk difiizyon test

sonuglari
OX (1ng) FOX (30ng)
Saghkh Kedi S>22 R<22(SA,KNS
g $220 R<20(SP) o203 R<(25(SE) )
S6 S.. cohnii ssp cohnii 18 mm R
S14 S. epidermidis 23 mm R
S16 S. epidermidis 24 mm R
S17 S. epidermidis 17 mm R
S76 S. epidermidis 23 mm R
S100 S. epidermidis 16 mm R
S134 S. epidermidis 19 mm R
S21 S. hominis 16 mm R
S66 S. hominis 18 mm R
S81 S. haemolyticus 19 mm R
S233 S. pseudintermedius - R

67



OX (1ng) FOX (30pg)

Hasta Kedi $>22 R<22(SA,KNS)
$>20  R<20(SP)
$>25 R<25(SE)

17136 S. aureus 18 mm R
1975 S. pseudintermedius - R
1772 S. pseudintermedius - R
H7 S. pseudintermedius - R
H41 S. pseudintermedius - R
H43 S. epidermidis 15 mm R
H58 S. epidermidis 14 mm R
H27 S. capitis - R

(-):Inhibisyon zonu olusmadi

Tablo 34. Kopeklerden izole edilen MRS suslarinda Kirby Bauer disk difiizyon test
sonugclari

OX (1ng) FOX (30pg)

Saghkh Képek $>20  R<20(SP) S zszi ) 5R < Rzi (2$5A(S I§\IS)
S24 S. aureus 19 mm R
S31 S. aureus 16 mm R
S9 S. pseudintermedius - R
S229 S. pseudintermedius - R
S231 S. pseudintermedius - R
S237 S. pseudintermedius - R
S238 S. pseudintermedius - R
S240 S. pseudintermedius 15 mm R
S243 S. pseudintermedius - R

OX (1pg) FOX (30ug)

Hasta Kéopek $>20 R <20 (SP) S ESZi 25R <R2i (255/32,813\15)
H8 S. aureus 15 mm R
19336 S. pseudintermedius - R
Hera S. pseudintermedius - R
1788 S. pseudintermedius - R
1590 S. pseudintermedius - R
H30K S. pseudintermedius - R
H60 S. pseudintermedius - R

(-):Inhibisyon zonu olusmadi

4.6. BORSA suslarinin ETEST ile Degerlendirilmesi

Fenotipik olarak direngli ancak mecA ya da mecC geni bulunmayan S. aureus
saptanmamas1 nedeniyle BORSA tanisi i¢in uygulanmasi planlanan ETEST yontemi

uygulanmamustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Stafilokoklar insan ve hayvanlarin deri ve mukoz membranlarinin florasinda
yer alirlar ve oportunistik karakterleri ile konaklarinda ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Abraham ve ark., 2007; Rich, 2005; Scott ve ark., 2001). Ayn1 zamanda
zoonotik karaktere sahip olan Stafilokoklar insanlar ve hayvanlar arasinda capraz
bulasmaya neden olmaktadir (Morris ve ark., 2012; Soedarmanto ve ark., 2011,
Somayaji ve ark., 2016a). Abdullahi ve ark. (2021) tarafindan sunulan derlemede,
kiiresel verilerin meta analizi yapilmis ve hayvanlarla iliskili mesleklerde S. aureus ’un
nazal kolonizasyon oraninin daha fazla oldugunu raporlamislardir.

Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) raporunda MRSA enfeksiyonlar1 ABD'de 6nemli morbidite ve
mortaliteden sorumlu tutulmakta ve 2017’de yaklasik 119.247 S. aureus kaynakli kan
dolagimi enfeksiyonu (bloodstream infection) olustugu ve bu vakalarin 19.832 dliimle

sonuglandig1 belirtilmistir (https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/17/6/10-1330 _article).

CDC’ye gore 1400'den fazla insan patojeninin yaklasik % 60'1 zoonotiktir ve MRSA
veteriner hekimlerde rapor edilen zoonozlar arasinda yer almaktadir

(https://www.cdc.gov/niosh/topics/veterinary/biological.html). S. aureus ile birlikte

KNS’ler insanlarda nozokomiyal enfeksiyonlarin primer sebepleri olarak
bilinmektedir (von Eiff, Proctor, & Peters, 2001). MRSP veteriner hekimlikte artan bir
halk sagligi sorunu olarak bildirilmekte, hastanelerin ve 6zel klinik ortamlarinin
MRSP'nin yayilmasinda rol oynadigini gostermektedir (Van Duijkeren ve ark., 2011).

Beta-laktam grubu antimikrobiyaller insan hekimligi ve veteriner hekimliginde
enfeksiyonlarin tedavisinde ilk sirada secilen antimikrobiyallerdir ve Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan "kritik 5neme sahip" antimikrobiyaller olarak kabul edilirler
(http://apps.who.int/medicinedocs/documents/s16735e/s16735e.pdf). Bu neden ile bu

grup antimikrobiyallere direngli Staphylococcus spp.’nin belirlenmesi ve bu bilgilerin
giincellenmesi dogru terapotik yaklagimlarin gergeklesmesinde 6nemlidir.

Bu c¢alismada Stafilokoklarin gerek saglikli kedi ve kopeklerde tasiyicilik
durumlariin gerekse hasta kedi ve kopeklerdeki Stafilokok kaynakli enfeksiyon
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durumlarinin saptanmast ve dogru terapotik yaklagim igin beta-laktam grubu
antimikrobiyallere giincel direnglilik durumlarinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Stafilokoklarin saglikli ve hasta kedi ve kdpeklerde kolonizasyonu ile ilgili
yapilan arastirmalarda; agiz, burun, konjuktiva, kulak, deri orofariks, rektal bolge,
perineum, inguinal bolge, aniis, kasik, kafa, yara, vajina bukkal ve gingival mucosa
gibi bolgeler ve bu bolgelerin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Abraham ve ark.,
2007; Bierowiec, Korzeniowska-Kowal, Wzorek, Ryputa, & Gamian 2019; Davis ve
ark. 2014, Gandolfi-Decristophoris, Regula, Petrini, Zinsstag, & Schelling, 2013;
Griffet ve ark. 2008; Iverson ve ark., 2015 Ma ve ark., 2020; Morris ve ark., 2012;
Miistak, 2007). Iverson ve ark. (2015) aragtirmalarinda kedi ve kopeklerde 6rnekleme
i¢in en duyarli tek bolgenin KPS tiirleri, KNS tiirleri ve S. aureus i¢in agiz oldugunu,
S. pseudintermedius igin ise en duyarli tek bdlgenin perineum oldugunu ancak agiz,
perineum, inguinal bolge ve burun 6rneklerinin beraber alindiginda izolasyon sansinin
arttigin1 belirlemislerdir. Ma ve ark. (2020) aragtirmalarinda hayvanlarin nazal,
orofariks, perineum ve deri lezyonu varsa lezyonlu kisimda dahil olacak sekilde
ornekleme yapilmigs ve farkli Stafilokok tiirlerinin farkli anatomik nislerde
bulundugunu ve kopeklerde S. pseudintermedius’un ve kedilerde S. felis’in dncelikle
perineum sonra anterior burunu tercih ettigini belirlemislerdir. Bu neden ile
calismamiz da saglikli hayvanlarda izolasyon sansini arttirmak amaciyla Morris ve
ark. (2012) arastirmalarinda uyguladigi orneklemeye benzer sekilde tek bir svab
kullanilarak sirasiyla burun, agiz, kasik ve perineumdan 6rnek alinmistir. Hasta grupta
ise Staphylococcus spp. enfeksiyonlarinin siklikla gézlendigi deri, kulak, okuler, oral,
yara ve solunum yolu enfeksiyonlar1 degerlendirilmis ve yalnizca klinik lezyonlara ait
ornekler incelenmistir.

Insanlar ile kedi ve kopekler arasindaki siklikla gdzlenen yakin temas,
mikrofloralarinin ve antimikrobiyal direngten sorumlu genetik elementlerin konakgilar
arasinda karsilikli degisimine olanak saglayabilmektedir (Moyaert, De Graef,
Haesebrouck, & Decostere, 2006). Hayvanlar ve insanlarin mikrofloralarinda bulunan
bu mikroorganizmalar konaklar1 ile simbiyotik, kommensal veya oportunistik
etkilesim icerisindedirler (Serum, & Sunde, 2001). Ozellikle mikroflorada yer alan
oportunistik mikroorganizmalar uygun kosullar gelistiginde (immun sistemin

baskilanmasi, viicut bariyerlerinin bozulmasi vb) konakgilarinda enfeksiyon
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olusturabilmektedir. Diger yandan Staphylococcus spp. gerek hayvanlarda gerekse
insanlarda izole edilen en yaygin oportunistik patojendir (Nagase ve ark., 2002;
Wertheim ve ark., 2005). Staphylococcus spp.’nin saglikli kedi ve képek kolonizasyon
oranlarinin incelendigi ¢calismalarda; Davis ve ark. (2014) saglikli kedi ve kopeklerde
Staphylococcus spp. prevanlasini % 5 (14/276, 12 kopek 2 kedi) oraninda bulmuslar
ve toplam 23 adet Staphyloccoccus spp. izole etmislerdir. Buna karsin Gandolfi-
Decristophoris ve ark. (2013) arastirmalarinda saglikli kedilerde % 59,2 ve saglikli
kopeklerde % 60,9 oraninda Staphyloccoccus spp. tasiyiciligi tespit etmislerdir. Ma ve
ark. (2020) arastirmalarinda kedilerin %73,8'1 (59/80) ve kdopeklerin % 67,3"
(204/303) bir veya daha fazla viicut bolgesinde en az bir Staphylococcus spp.
saptamigtir. Calismamizda ise incelenen saglikli kedilerde % 50,3 (83/165) ve saglikl
kopeklerde ise % 76,5 (65/85) oraninda Staphylococcus spp. izole edilmistir.
Gilintimiizde 6zellikle kedi ve kdpekler ile insanlarin artan iligkisi tiim diinyada dikkati
cekmekte ve bu hayvanlar yasam alanimizin biiyiik cogunlugunda yer alarak evlerin
bireyleri olarak goriilmektedir (American Veterinary Medical Association [AVMA],
2017-18; European Pet Food Industry Federation [FEDIAF], 2020). Tiirkiye’de kedi
ve kopek popiilasyonlarina ait net veriler bulunmamakla birlikte pet hayvanlarini
sahiplenmenin arttigi géz ardi edilemez bir durumdur. Bu durum goz Oniinde
bulunduruldugunda, bizim ¢calismamizda da saglikli kedi ve kopeklerde yiiksek oranda
Staphylococcus spp. tastyiciliginin saptanmasi pet hayvanlari ile insanlar arasindaki
yakin iligki yoniinden dikkate deger bir durumdur.

Staphylococcus spp. kediler ve kdpeklerde ¢ok genis skalada enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar. Bu enfeksiyonlar genellikle deri, kulak, okuler enfeksiyonlar,
tiriner sistem enfeksiyonlarr, solunum yolu enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari,
osteomyelitis, oral enfeksiyonlar olduklar1 bilinmektedir (Igimi ve ark., 1989;
Johnson, 1994; Kapatkin, Marretta, Patnaik, Burk, & Matus, 1991; Kern, & Perreten,
2013; Litster, ve ark., 2007; 2012; Morrissey ve ark., 2016; Moyaert ve ark., 2019;
Patel ve ark., 2002; Weese, 2012; Whitley, 2000; Whyte ve ark., 2017; Worthing ve
ark., 2018a). Calismamizin hasta grubundaki hayvanlarda Staphylococcus spp.’nin en
yaygin gorildiigii klinik lezyonlar dikkate alinarak, deri, kulak, g6z, agiz, burun ve
yara enfeksiyonlar1 bulunan kedi ve kopekler degerlendirilmeye alinmistir.

Staphylococcus spp. kaynakli enfeksiyonlarin arastirildigi caligmalarda; Miistak
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(2007) deri lezyonu bulunan ve bulunmayan kopekleri (deri ve burun Ornekleri)
incelemis ve deri lezyonu bulunan kopeklerde deri orneklerinden % 90 burun
orneklerinden % 96 oraninda Staphylococcus spp. izole etmistir. Oztiirk ve ark. (2010)
tarafindan otitis, yara ve piyodermasi bulunan 96 kopege ait 133 svab Ornegi
incelenmis, 44 adet O6rnekten Staphylococcus spp. izolasyonu gergeklestirilmistir.
Metiner, Bagcigil, & Ilgaz (2015) otitisi bulunan 100 kopege ait 116 adet kulak svabi
ornegini incelemisler ve 37 (% 31,9) ornekten 40 adet Staphylococcus spp. izole
etmiglerdir. Bierowiec ve ark. (2019) calismalarinin bir bdliimiinde hasta kedileri
(konjuktivitis, list solunum yollar1 enfeksiyonu, deri ve yara enfeksiyonu) ele almis ve
bu hayvanlarda 4 bolgeden (konjunktiva, burun, aniis ve kasik) ve ek olarak hastalikla
iligkili bolgelerden 6rnekler alinarak kolonizasyon degerlendirilmis ve hasta kedilerde
% 91 oraninda en az bir tiir Staphylococcus spp. izole etmislerdir. Caligmamizda
incelenen hasta kedilerde % 83,9 (47/56) ve hasta kopeklerde % 60 (57/95) oraninda
Staphylococcus spp. izole edilmistir. Sirasiyla kedi ve kdpeklerde kulak (% 50 ve %
48,8), deri ( % 85,7 ve % 82.,3), g6z (% 54,5 ve % 53,3), burun (% 66,6 ve % 80) ve
yara (%100 ve % 75) 6rneklerinden yiiksek oranlarda Staphylococcus spp. izolasyonu
gerceklesmistir. Hasta gruptaki kedi ve kdpeklerde izolasyon amaci ile Stafilokokal
infeksiyonlarin siklikla gozlendigi klinik lezyonlardan 6rnek alinmasi nedeniyle bu
yiiksek izolasyon oranlarinin goézlendigi disiiniilmektedir.  Ancak kedi agiz
svablarinda Staphylococcus spp.’nin izolasyonu yiiksek (% 88,8) iken, kdpek agiz
svablarindan daha diisiik izolasyon (% 22,2) gbzlenmesi dikkat ¢ekicidir.
Staphylococcus spp. farkli patogenez mekanizmalarina, virulans faktorlerine,
kendine 6zgli bulagsma ozelliklerine sahiptir ve farkli konak tiplerine kolonize
olabilmektedir. Bu nedenle konakgisinin gesitli viicut bolgelerinde bulunan Stafilokok
tiirlerinin bilinmesi, temel verilerin olusmasi ve klinik 6rneklerde bu tiirlerin 6neminin
yorumlanmasinda faydalidir (Ruzauskas, Siugzdinin, & Klimiene, 2014). Saglikh
kedilerde S. felis, S. epidermidis yaygin olarak gozlenmekte, S. pseudintermedius ve
S. aureus tiirleri de ¢esitli prevalanslarda izole edilmektedir (Biorewiec ve ark., 2019;
Lilenbaum ve ark., 1999; Older ve ark., 2021). Ancak kedilerde S. pseudintermedius
kolonizasyon prevalansinin kopeklere gore daha az oldugu bilinmektedir (Weese,
2012). Older ve ark. (2021) aragtirmalarinda 6rneklerden direkt DNA ekstraksiyonu

ve 16s TRNA gen bolgesine dayali sekans analiz yontemini kullanarak saglikli (11
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adet) ve alerjik (10 adet) kedileri incelemisler ve saglikli 6rneklerde en fazla bulunan
stafilokok tiirleri S. epidermidis (% 40,3) ve S. pseudintermedius (% 26,9) alerjik
orneklerde ise S. felis (% 21,2) ve S. capitis (% 30,8) bulmuslardir. Calismamizda
Biorewiec ve ark., (2019), Lilenbaum ve ark., (1998, 1999), Patel ve ark., (1999, 2002)
aragtirmalarin da oldugu gibi hem saglikli kedilerde (% 58,4) hem de hasta kedilerde
(% 38,2) izole edilen en yaygin tiiriin S. felis oldugu belirlenmistir. Saglikli kedilerde
S. epidermidis % 15,7 oran ile ikinci yaygin tiir olarak saptanirken S. pseudintermedius
yalnizca iki kedide bulunmustur. Hasta kedilerde ise % 25,5 oran ile S. aureus ikinci
yaygin tiir olarak bulunmus ve bunu % 12,7 oranlar1 ile S. epidermidis ve S.
pseudintermedius izlemistir. S. capitis ise yalnizca bir hasta kediden izole edilmistir.
S. pseudintermedius saglikli kopeklerde en yaygin tiirdiir. Kanada’da saglikli
kopeklerde yapilan ¢aligmada % 87,4 oraninda S. pseudintermedius izole edilmistir
(Rubin, & Chirino-Trejo, 2011). Bir yillik siire boyunca, 11 saglikli kopekte aylik
olarak alinan 6rnekler ile yapilan ¢aligmada en yaygin koagiilaz pozitif tiir % 40,2 oran
ile S. (pseud)intermedius oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada en yaygin koagiilaz
negatif tiirlin S. xylosus oldugu belirlenmistir. S. aureus saglikli kopeklerde kolonize
olabilmektedir ancak izolasyon oranlart S. pseudintermedius ile kiyaslandiginda
olduk¢a diisiik diizeydedir (Griffeth ve ark., 2008). S. schleiferi ve S. coagulans
saglikli kopek kulak kanalinda bulunmaktadir (Weese, 2012). S. pseudintermedius
piyoderma olgularinda % 92’ye varan oranlarda goriilmekte, otitis olgularinda % 20-
94,3 oranlarda, iiriner sistem enfeksiyonlarinda % 6,3-94,7 oranlarda, solunum yolu
enfeksiyonlarinda % 9,3-60 arasinda degisen oranlarda goriilmektedir (Lynch &
Helbig, 2021). Calismamizda Fazakerley ve ark. (2009), Han, Yang, & Park (2016),
Gandolfi-Decristophoris ve ark. (2013), Ma ve ark. (2020) yaptiklar1 arastirmalari
dogrular nitelikte S. pseudintermedius’un konak tiirii olarak kopekleri tercih ettigi
gorilmiis, saglikli ve hasta kopeklerde (% 86,5 ve % 77,2) en yaygin tiir olarak izole
edilmistir. S. aureus’un kdpeklerde % 10°dan az oranlarda gortildiigi bildirilmektedir
(Boost, O'Donoghue, & James, 2008; Duquette & Nuttall, 2004). Weese ve van
Duijkeren (2010) MRSA kolonizasyonunun kdpek konaklarinda gegici oldugunu ve
bunun sonucunda, S. aureus’un kopeklerde dogal olarak baskin bir kommensal
olmadigini 6ne stirmiislerdir. Sasaki ve ark. (2012) tarafindan bunu dogrular nitelikte

veriler elde edilmis ve kopeklerde S. aureus 'un 6zellikle MRSA'nin endemik oldugu
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bolgelerde rastgele veya insanlarla iligkili klonlarin neden oldugu ekzojen
enfeksiyonlar sekillendirdigi bildirilmistir. Arastirmamizda da bu ¢aligmalar1 destekler
nitelikte S. aureus saglikli kopek grubunda % 7,5 ve hasta kopek grubunda % 8,7 oran
ile saptanmistir. Onemli insan kommensali ve nozokomiyal enfeksiyon etkenleri S.
aureus ve S. epidermidis Gandolfi-Decriptohoris ve ark. (2013) arastirmalarina benzer
sekilde kedilerde yiiksek prevalansta gozlenirken, kopeklerde Ma ve ark. (2020)
arastirmalaria paralellik gostererek daha diisiik prevalansta gézlenmistir. Bu durum
kedilerin kopeklere oranla insanlar ile fiziksel olarak daha yakin temas igerisinde
olmasi ile agiklanabilir. Diger yandan kedilerde kendini yalama ozelligi ile iliskili
olabilecegi diistinlilmiistiir. Bu konuya yonelik ileri ¢calismalarin yapilmasi literatiire
katki saglayacaktir.

Stafilokoklar i¢in 6nemli bir diger 6zellik koagiilaz iiretimidir ve bu 6zellikleri
yoniiyle Koagiilaz pozitif Staphylococcus spp. (KPS) ve Koagiilaz negatif
Staphylococcus spp.(KNS) olarak ikiye ayrilirlar. Calismamizda kedi ve kopeklerden
izole edilen Staphylococcus spp. KPS ve KNS yoénleri ile de irdelenmis ve veriler
hayvan tiirii, grup tiirdi, 1k, yas ve cinsiyet yoniinden degerlendirilmistir.

Saglikli ve hasta kedilerde KNS tiirleri daha yiiksek oranlarda bulunmaktadir
(Biorewiec ve ark., 2019; Lilenbaum ve ark., 1999; Patel ve ark., 1999). Hem saglikli
hem de hasta kopeklerde S. pseudintermedius’un baskin tiir olmasinda kaynaklanan
KPS tiirlerinin yayginhigr goriilmektedir. (Bannoehr, & Guardabassi, 2012;
Chanchaithong, & Prapasarakul, 2011; Ma ve ark., 2020; Somayaji, Rubin, Priyantha,
& Church, 2016b). Saglik durumlar1 dikkate alinmaksizin incelenen hayvan tiirleri
yoniinden KPS ve KNS prevalans1 degerlendirildiginde; calismamizin tiir bazinda
identifikasyon sonuglariyla paralel olarak kedilerde S. felis ve S. epidermidis’in yiiksek
oranlarda saptanmasi kedilerde KNS tiirlerinin prevalansinin énemli 6l¢iide (p<0,05)
yiiksek olmasina ve kopeklerde ise S. pseudintermedius baskin tiir olarak saptanmasi
nedeniyle kopeklerde KPS tiirlerinin prevalansinin énemli 6l¢iide (p<0,05) yiiksek
bulunmasina neden olmustur. Calismamizda elde edilen veriler Biorewiec ve ark.
(2019), Fazakerley ve ark. (2009), Lilenbaum ve ark. (1998), Ma ve ark. (2019),
caligmalari ile paralellik gostermektedir. Calismamizda kedilerde 12 farkli, kopeklerde
ise 5 farkli KNS tiirli gozlenmis ve boylelikle KNS tiir gesitliligi kedilerde daha fazla
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saptanmistir. Bu durum kedilerde KNS tiirlerinin kdpeklere oranla daha yaygin
bulunmasi ile dogrudan iliskilidir.

Kedi ve kopeklerdeki KPS ve KNS tiirlerinin saglikli ve hasta gruplar
yoniinden prevalanslar1 degerlendirildiginde; Abraham ve ark., (2007) saglikli ve deri
enfeksiyonu bulunan kedilerde, Griffet ve ark. (2008) ise saglikli ve deri enfeksiyonu
bulunan kopeklerde KPS tiirlerinin ve S. schleiferi ssp. schleiferi’nin deri
kolonizasyonlar1 degerlendirmis, ¢alismalarinda saglikli ve hasta gruplar arasinda KPS
tirleri ve S. schleiferi ssp. schleiferi izolasyonu agisindan anlamli bir fark
bulunmamistir. Calismamizda kedi ve kdpeklerde saglikli ve hasta 6rnek gruplari
arasinda KNS tiirlerinin prevalansi agisindan anlamli fark bulunmamistir. Buna karsin
KPS tiirlerinin prevalansi agisindan s6z konusu gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmustur. Hasta kedi grubunda saglikli kedi grubuna gore KPS prevalansi 6nemli
derecede (p<0,05) daha yiiksek goriilmistiir. Bu bulgular Patel ve ark. (2002)
calismalarini dogrular nitelikte olup hasta kedi grubunda KPS tiirleri olan S. aureus ve
S. pseudintermedius "un saglikli kedilere gore daha ytiksek oranda izolasyonu ile direkt
iligkili oldugu goriilmektedir. Diger stafilokok tiirlerine gore yiiksek virulans
Ozelligine sahip olan S.aureus’un hasta kedi grubunda en yiiksek prevalansa sahip KPS
tirii olarak saptanmasi, kedilerde bu etkenin mikroflora iiyesi olmasi yanisira,
enfeksiyon etkeni olarak da degerlendirilmesi gerektigini disiindiirmektedir.
Kopeklerde ise saglikli grupta hasta gruba oranla daha yiiksek prevalansta KPS tiirleri
Saptanmis ve bu istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. Kopeklerde S.
pseudintermedius deri enfeksiyonlarinin primer etkeni olup diger enfeksiyonlarda
daha diisiik oranlarda izole edilmektedir (Lynch & Helbig, 2021). Calismamizda hasta
gruptaki kopeklerde deri lezyonlar1 yani sira diger enfeksiyonlarin da bu grup
igerisinde degerlendirilmesi KPS izolasyon oranlarinin diigsmesine dolayli olarak etki
etmis olabilir.

Staphylococcus spp.’nin  birden fazla tiri aymi konakta birlikte
bulunabilmektedir. Ma ve ark. (2020) calismalarinda 3 adet kedide ayni anatomik
bolgede KNS ve KPS’ nin birlikte bulundugunu ve bu tiirlerin S. pseudintermedius ile
S. felis oldugunu, 7 adedinde ise KNS tiirlerinin birlikte bulundugunu bildirmislerdir.
Ayn1 makalede, 5 kopekte KNS ve KPS tiirlerinin birlikte oldugu, % 3’iinde ise KPS

tiirlerin birlikte bulundugu ve bu KPS tiirlerinin S. pseudintermedius ile S. aureus
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oldugu rapor edilmistir. Fazakerley ve ark. (2009) ¢alismalarinda bir adet atopik bir
adet saglikli kopekte S. (pseud)intermedius ve S. aureus’un birlikte bulundugunu
saptamustir. Griffet ve ark. (2008) iki adet kopekte S. (pseud)intermedius ve S.
schleiferi, bir adet kopekte S. (pseud)intermedius ve S. aureus’un birlikte bulundugunu
tanimlamistir. Calismamizda kedilerin 8 adedinde iki farkli KNS tiirii ve 4 adedinde
KNS ve KPS tiirleri birlikte bulunmustur. KNS ve KPS tiirlerinin birlikte bulundugu
orneklerin hepsi hasta gruba ait deri 6rnekleri olup tiimiinden S. felis ile S. aureus izole
edilmistir. Kopeklerin ise 4 adedinde iki farkli KPS tiirii, bir adedinde iki farkli KNS
tiirii ve bir adedinde hem KNS hem de KPS tiirlerinin birlikte bulundugu saptanmustir.
Kopeklerde KPS tiirlerinin birlikte bulundugu orneklerden izole edilen tiirler S.
pseudintermedius ve S. aureus’tur. Arastirmalarda ¢oklu izolatlar ile ilgili kisitli bilgi
bulunmakta ve ¢oklu izolatlara ait 6rnek sayilar1 az goriilmektedir. Calismalarda ayni
hayvandan izole edilen farkli tiirlerin birlikteliklerinin iliskili olup olmadig1
bilinmemekle birlikte ileride bu yonde yapilacak arastirmalar ile sonuglar daha saglikli
yorumlanabilecektir.

Kedi ve kopeklerde Staphylococcus spp. tasiyiciligi ve Staphylococcus spp.
enfeksiyonlarinin 1k, yas ve cinsiyet degiskenleri ile iliskisinin tanimlanmasi
konusunda cesitli caligmalar bulunmaktadir. Ma ve ark (2020) KNS prevalansini
bliylik irk/mastif 1rki1 ve bir yas alt1 kopeklerde daha yiiksek bulmus, cinsiyetin ise
KNS prevalans: iizerinde etkisi olmadigmi tanimlamistir. S. pseudintermedius’un
prevalansinin ise erkek kopeklerde disilere oranla 6nemli derece yiiksek oldugunu ve
deri lezyonu bulunan kopeklerde prevalansin arttigini, irk ve yas degiskenlerinin S.
pseudintermedius "un prevalansina etkisi olmadigini belirlemislerdir. Bierowiec ve ark.
(2019) ¢aligmalarinda kedilerde 1rk, yas ve cinsiyetin Staphylococcus spp. tastyicilig
tizerine etkisi olmadigini belirlemistir. Tez ¢aligmamizda kedi ve kopeklerde ayrica
total Staphylococcus spp. prevalansi, KNS prevalansi ve KPS prevalansi ile irk yas,
cinsiyet faktorlerinin iligkisi degerlendirilmistir. Arastirmamizda sadece 5 yas tistl
kedilerde total Staphylococcus spp. prevalansinin yiiksek olmasi istatiksel olarak
(p<0,05) anlaml1 bulunmustur. Bunun disinda kedi ve kopeklerde irk, yas ve cinsiyet
degiskenlerinin total Staphylococcus spp. prevalansi, KNS prevalanst ve KPS

prevalansi iizerinde bir etkisinin olmadig1 saptanmistir.
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Stafilokokal enfeksiyonlarda, 6zellikle hastane enfeksiyonu ile iliskili suslarin
s6zkonusu oldugu durumlarda, antibiyotiklerin klinik kullaniminin artmasinin yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 hizla diren¢ kazanimina yol a¢tig1 gosterilmistir
(Yoon ve ark., 2010). Beta-laktam grubu antimikrobiyaller insan hekimligi ve
veteriner hekimliginde enfeksiyonlarin  tedavisinde ilk swrada  secilen
antimikrobiyallerdir. Bu grup antimikrobiyallere diren¢ gelisimi iki sekilde
gozlenmektedir. Bunlardan biri beta-laktamaz enzim iiretimidir ve penisilinaz labil
penisilinlere direng gelisimine neden olur. Bu tip direng, asidometrik yontemler,
iyodometrik yontemler, kromojenik sefalosporin yontemleri, clover leaf (yonca
yapragi) testi, penisilin G disk difuzyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile
fenotipik olarak tanimlanabilmektedir. (Devi ve ark., 2002; Hayes ve ark., 1996; Gill,
ve ark., 1981; Petersson ve ark.,1989; Wheldon & Slack, 1978). Beta-laktamaz enzim
tiretimi blaZ geni tarafindan kodlanir ve ve genotipik olarak blaZ geninin tespiti ile
saptanir. Calismamizda fenotipik olarak penisilinaz labile penisilinlere direng, broth
mikrodiliisyon ydntemi ile penisilin MIK’leri ve nitrosefin test sonuglarina gére
degerlendirilmistir. Bunun yaninda blaZ geni multiplex PCR ile arastirilmis ve
genotipik olarakta diren¢ tanimlanmasi hedeflenmistir. Diger mekanizma ise tiim beta-
laktam grubu antimikrobiyallere kars1 gelisen direnctir ve metisilin direnci olarak
tanimlanmaktadir. MRS’nin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik testler arasinda
PBP-2a lateks aglutinasyon testleri, kromojenik besiyerleri, oksasilin agar tarama
testleri, oksasilin ve sefoksitin gradient difiizyon, disk difiizyon ve broth
mikrodiliisyon testleri yer almaktadir (van Leeuwen ve ark., 1999; Perry ve ark. 2004;
Merlino ve ark., 2000; Simor ve ark., 2001; Novak ve ark., 1993; Farahani, ve ark.,
2013). Metisilin direncinin 2011 yilina kadar yalnizca mecA geni tarafindan kodlandigi
diisiiniilmistlir. Ancak Garcia-Alvarez ve ark. (2011) tarafindan mecC geni’nin de
metisilin direncinde rol oynadigininin belirlenmistir. Bu gen tarafindan kodlanan
metisilin direncine nadir olarak rastlansa da beta-laktam grubu antimikrobiyallere
direncin degerlendirildigi ¢alismalarda bu gen varlig1 da arastirilmalidir (Paterson ve
ark., 2014). Calismamizda fenotipik metisilin direnci, broth mikrodiliisyon yontemi ile
Stafilokok tiirlerine gore oksasilin ve/veya sefoksitin MIK degerleri ile saptanmis ve
genotipik direncin tanimlanmasinda multiplex PCR ile mecA ve mecC genleri

aragtirtlmistir. Ayrica yapilan analizleri dogrulamak amaciyla metisilin direngli
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bulunan suslara sefoksitin veya oksasilin antimikrobiyal diskleri ile Kirby-Bauer disk
difizyon testi uygulanmistir.

Fenotipik olarak beta-laktam grubu antimikrobiyallere direng tespit
edilebilmekte ancak bu metodlar PCR yontemiyle kiyaslandiginda sensitivitelerinin
diisik oldugu gozlenmektedir (El Feghaly ve ark., 2012; Kaase ve ark., 2008;
Kriegeskorte ve ark. 2017). PCR direngten sorumlu genlerin varligin1 ortaya
konulmasinda gold standart metot olarak kabul edilmektedir (Chambers, 1997; Van
Duijkeren ve ark., 2014; Kaase ve ark., 2008; Paterson ve ark., 2014). Kaase ve ark.,
(2008) beta-laktamaz enzimini belirlemede kullanilan fenotipik testleri blaZ geni
tagiyan izolatlarda degerlendirmis ve Nisasta-iyot plate yontemi % 42,9 ve nitrosefin
testleri% 35,7 gibi diisiik sensitiviteye sahip oldugunu, Clover-leaf test % 67.8 ve
penisilin disk diflizyon yontemi % 71.4 sensitivitede oldugunu belirlemislerdir. CLSI
penisilin kullanilmas1 gereken ciddi enfeksiyonlarda izole edilen Staphylococcus
spp’nin penisiline duyarli bulunmasi durumunda, blaZ geni yoniinden de izolatin
degerlendirilmesini  Onermektedir. Yapilan bir arastirmada mecA PCR ile
karsilastirildiginda, BD Phoenix sistemi % 99,2 sensitivite ile metisilin direnci
saptanmig, ancak 26 adet mecA-negatif susun yanlis pozitif sonuglart nedeniyle
spesifitesi % 64,9 olarak belirlenmistir (Horstkotte, Knobloch, Rohde, Dobinsky, &
Mack, 2004).

Malik, Christensen, Peng, & Barton (2007) caligmalarinda 331 Staphylococcus
spp’nin 23 adedinde fenotipik olarak penisiline direnci tanimlamislar ancak bu 23
izolatin 13’tinde blaZ genini tespit etmislerdir. Kopeklerden (77 adet) izole edilen 61
S. pseudintermedius susu % 40,9 oraninda penisiline direngli bulunmus ve ayni oranda
blazZ geni tespit edilmistir (Miistak, Miistak, Sarigam, Ustiin, & Erdem, 2020). Oztiirk
ve ark. (2010) fenotipik olarak tanimladiklart MRSA ve MRSP izolatlarinda mecA
genine rastlamamuslardir. Loncaric ve ark. (2019a) ¢alismalarinda elde ettikleri tiim
izolatlar1 penisilin, sefoksitin veya oksasilin direncli bulmuslar ve izolatlardan biri
hari¢ timiinde blaZ genini saptamislar, izolatlarin tiimiinde mecA geni varligini ortaya
koymuslar ancak, mecC tespit etmemislerdir. Muniz, Penna, & Lilenbaum (2013)
tarafindan izolatlar fenotipik olarak % 14,5 oraninda metisiline direngli bulunurken %
12,3 oraninda mecA geni bulundurdugu PCR ile dogrulanmistir. Davis ve ark. (2014)

calismalarinda elde ettikleri izolatlarin ¢ogunu (18/23; %78) oksasiline direngli
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bulmuslar, ancak mecA veya blaZ genlerini oksasilin direnci ile kiyaslandiginda daha
az oranda saptamislardir. Calismamizda ise izole edilen Staphylococcus spp.’de
fenotipik penisilinaz labile penisilinlere direng (penisilin direnci ve pozitif nitrosefin
test sonucu) % 53,8 (kedi % 57,4 ve kdpek % 50) oraninda saptanmistir. Buna karsin
blaz geni % 50,4 ( kedi % 53,7 ve kopek % 46,8) oraninda tespit edilmistir.
Arastirmamizda izole edilen Staphylococcus spp.’de fenotipik metisilin direnci % 15,8
(kedi % 17,6 ve kopek % 13,7) oraninda saptanmustir. Buna karsin mecA geni % 13,5
(kedi % 14 ve kdopek % 12,9 ) oraninda tespit edilmistir. Bu durumda beta-laktam
grubu antimikrobiyaller ile dogru terapotik uygulama igin direncin sadece fenotipik
yontemler ile belirlenmemesi ve genotipik veriler ile desteklenmesi 6nemlidir.

Sahin-Toth ve ark. (2021)’nin arastirmalarinda penisilin direnci S. aureus’ta %
60 ve S. pseudintermedius’ta % 32 oraninda bulunmustur. Lilenbaum ve ark. (1998)
caligmalarinda S. epidermidis hari¢ izole ettikleri stafilokok tiirlerinde penisilin
direncinin yaygin oldugu raporlamislardir. Worthing ve ark. (2018b) ¢aligsmalarinda
elde ettikleri 37 S. felis izolatimin disk difiizyon duyarlilik testi ile iki adedinde
penisilin direnci saptamustir. Litster, Thompson, Moss, & Trott (2011) ¢alismalarinda
izole ettikleri 25 S. felis’in ikisinde penisilin direnci bulmuslardir. Arastirmamizda ise
penisilin direncinin en yiiksek gorildigi tirin % 81,8 S. epidermidis oldugu
saptanmustir. S. aureus % 69, S. pseudintermedius % 51,8, S. felis ise % 38,6 oraninda
penisiline direngli bulunmustur. Penisilinin ilk kullanimindan itibaren kisa siire
icerisinde Staphylococcus spp.’de direng gelistigi bildirilmistir (Gootz, 1990). Bu
nedenle penisilin direncinin Staphylococcus spp.’de yiiksek diizeylerde gozlenmesi
sasirtict degildir. Insanlarda S. aureus ve S. epidermidis ciddi mortaliteye sebep olan
nozokomial enfeksiyonlara, S. pseudintermedius ise deri enfeksiyonlarina ve bunun
yani sira kateter iligkili bakteriyemi olgularina sebep oldugu bildirilmektedir (Diaz ve
ark., 2019; Somayaji ve ark., 2016a; Turnidge ve ark., 2009; Vandenesch, ve ark.,
1995). S. epidermidis ve S. aureus’un arastirmamizda ¢ogunlukla kedilerde, S.
pseudintermedius’un ise cogunlukla kopeklerde gdzlenmesi, insanlar ile bu hayvanlar
arasinda yakin temas ve etkenlerin zoonotik Onemleri ile birlikte gbz Oniine
alindiginda, yiiksek direng oranlar1 kayda deger bir durumdur.

Han ve ark. (2016) saglikli kopeklerde yaptiklar1 arastirmada elde edilen

izolatlarin % 71,9 (23/32,) oraninda MRS oldugunu tanimlamislardir. Lilenbaum ve
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ark. (1998) saglikli kedilerden elde ettikleri 98 izolatin 19 adedini MRS oldugunu ve
MRS tiirlerini S. (pseud)intermedius (8), S. simulans (6) ve S. felis (5) olarak
belirlemislerdir. Hemeg (2021) arastirmasinda otitis ve solunum yolu enfeksiyonu
bulunan hayvanlarda MRSA’y1 incelemis ve kopeklerde % 44,4 kedilerde % 27,3
oraninda bulmustur. Ma ve ark. (2020) ¢alismalarinda kedilerde MRSA ve MRSP
tespit etmemisler, ancak kopeklerde MRSA % 2,6 oraninda bulmuslardir ve izole
ettikleri S. aureus izolatinin % 58,8 (10/17) metisilin direngli oldugunu belirtmislerdir.
Dazio ve ark. (2021) arastirmalarinda kedi ve kopekleri incelemisler, bir kedide
MRSA saptamaislar ve % 9,6 oraninda metisilin direngli KNS tiirlerini elde etmisler ve
MRSP saptamamusglardir. Loncaric ve ark. (2019b) tarafindan farkli hayvan tiirlerinde
yapilan bir caligmada, toplam 23 hayvanda MRS tanimlanmis ve MRS tiirlerinin
cogunlugunu KNS tiirleri olusturmus ve en yaygin tiir olarak MRSE gozlenmistir.
Yapilan c¢aligmalarda kopeklerde % 0-40,5 arasinda genis bir MRSP prevalansi
gozlenmektedir (Beck, Waisglass, Dick, & Weese 2012; Botoni ve ark., 2016;
Hanselman ve ark., 2008; Ruscher ve ark., 2009). Kopeklerde MRSA prevalansi ise
% 0-2,7 arasinda oldugu rapor edilmektedir (Attia Abdel-Moein, Zaher, & Samir,
2021; Boost ve ark.,2008; McCartney, Liegey, Mahon, & Kiss, 2013; Penna ve ark.,
2021; Rich & Roberts 2006). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise; Aslantas ve ark.
(2013), Bagcigil ve ark. (2012) ile Metiner ve ark. (2015) tarafindan yapilan
aragtirmalarda kedi ve kopeklerde MRSA ve MRSP tespit edilmezken metisilin
direngli KNS tiirleri saptanmistir. Findik ve ark. (2018) ise kopeklerde MRSP
prevalansini % 3,03 oraninda bulmuslardir. Bunun yaninda Findik ve ark. (2009) diger
caligmalarinda 390 6rnegin 3 adedinde MRSA, Miistak ve ark. (2020) 77 kopegin 18
adedinde MRSP, Sigirc1 (2019) 69 kopekte 2 adet MRSP ve 1 adet MRSE, 23 kedide
1 adet MR S. arlattae, Sareyyiipoglu ve ark. (2014) 53 kopegin 11 adedinde MRSP
olmak tizere ¢esitli oranlarda MRS saptanmustir.

Arastirmamizda MRS prevalansi, kedilerde % 8,6 oraninda (saglikli kedilerde
% 6,7 ve hasta kedilerde % 14,3) kopeklerde % 8,9 oraninda (saglikli kopeklerde %
10,6 ve hasta kopeklerde % 7,4) saptanmistir. Kedilerde ikinci yaygin tiir olarak izole
edilen S. epidermidis’in 8 adedi MRSE olarak tespit edilmistir ve kedilerdeki 19 MRS
izolatinin % 42,1’ini olusturmaktadir. Kedilerden % 5,9 gibi diisiik oranda izole edilen

S. pseudintermedius’un 5 (5/8 - % 62,5) adedi metisilin direnci gdstermistir. S.
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pseudintermedius’un hem saglikli kedilerdeki tasiyicilik prevalanst hem hasta
kedilerdeki prevalansi diisiik olmasina ragmen metisilin direncinin yiiksek oranda
saptanmas1 dikkat cekicidir. Kedilerdeki MRSP prevalansi Bierowiec ve ark.
(2019)’nin ¢alismalarmi destekler niteliktedir. Muniz ve ark. (2013) calismalarinin
aksine, Ma ve ark. (2020) arastirmasi ile paralel olarak calismamizda kedilerde en
yaygin (% 51,5) tiir olarak izole edilen S. felis’te metisilin direnci gézlenmemistir. S.
felis'in yaygin olarak antimikrobiyal diren¢ genlerini barindirmadigi goézlemi, bu
konuda daha kapsamli arastirmalarin gerektigini gostermektedir. Kedilerde metisilin
direncinin gortldigi diger tirler S. hominis, S. aureus, S. cohnii subsp. cohnii, S.
haemolyticus ve S. capitis tir. Loncaric ve ark. (2019a)’nin ¢alismalarinda oldugu gibi
calismamizda da kedilerde MRS c¢ogunlukla KNS tiirlerinde ve 6zellikle S.
epidermidis’te yaygin goriilmiistiir. Metisilin direngli KNS tiirleri oportunistik patojen
olmalarinin yaninda, direng genleri i¢in rezervuar olmalar1 ve kedilerle yakin temas
halindeki insanlarda enfeksiyon kaynagi olarak rol oynayabilmeleri nedeniyle dikkate
alimmalidir.

Findik ve ark. (2009, 2018), Mistak ve ark. (2020), Sigirci (2019),
Sareyyiipoglu ve ark. (2014)’nin ¢alismalarinda saptandig1 iizere ¢aligmamizda da
kopeklerde MRSA ve MRSP varligi tanimlanmistir. Norveg'te % 2,6 gibi diisiik
oranlarda, Brezilya'da % 37 ve Kanada'da % 40,5 gibi yiiksek oranlarda kopeklerde
MRSP saptanmistir (Beck ve ark., 2012; Botoni ve ark., 2016; Kjellman, Slettemeas,
Small, & Sunde, 2015 ). Calismamizda ise kopeklerden izole edilen Staphylococcus
spp-’nin % 10,5’inin (13/124) MRSP oldugu belirlenmistir. MRSP kopeklerde
enfeksiyonlara neden oldugu gibi saglikli kopeklerin derilerinde taginabilmekte ve
kopekler enfeksiyonlar: iyilestikten sonra bile MRSP'yi ¢evrelerine, diger tiirlere ve
insanlara yayabilmektedir (Laarhoven ve ark., 2011; Janos ve ark., 2021). Bu yonii ile
diisiiniildiiginde MRSP yaygmligi azimsanmayacak boyuttadir. Hemeg (2021)
arastirmasinin (% 44,4) aksine daha diisilk olmakla birlikte Ma ve ark. (2020)
calismalarina (% 2,6) benzer diizeyde c¢alismamizda kopeklerden izole edilen
Staphylococcus spp.’nin % 2,4’ (3/124) MRSA olarak saptanmistir. Kopeklerde
MRSA’nin gegici tastyiciligi ve enfeksiyonlarin rastgele olarak ekzojen sekillendigi
bildirilmektedir (Weese, & van Duijkeren, 2010; Sasaki ve ark., 2012). Calismamizda

MRSA prevalans oranlarinin diisiik olmast dogrudan bu durum ile iligkili oldugu
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diistiniilmektedir. MRSA, nozokomiyal ve toplumla iligkili enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinde ve patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir. Siugzdaite, &
Gabinaitiene (2017) arastirmalarinda % 10 oraninda, Ruzauskas ve ark. (2014) % 3,3
oraninda kopeklerde metisilin direngli KNS elde etmislerdir. Calismamizda
kopeklerde metisilin direngli KNS’ye rastlanmamustir.

Staphylococcus spp.’de metisilin direncinin saptanmasina yonelik yapilan
caligmalarda prevalans degerlerindeki farkliliklar, stafilokoklarin izolasyonlari ve
metisilin direncini belirlemek i¢in kullanilan metotlarin farkli olmasi yaninda
ornekleme bolgelerin farkliliklarina da bagli olabilir. Calismalarda aragtirilmasi
hedeflenen konuya gore prevalans hesaplanmasinda toplam hayvan sayisi, izole edilen
toplam Staphylococcus spp.’ye veya ozellikle incelenen tiire (S. pseudintermedius, S.
aureus vb) gore oranlamalarin yapilmasi da farkliliklarda rol oynamaktadir. Buda
prevalans verilerinin birebir karsilastirilmasini engellemektedir. Bunun yani sira
metisilin direngli tiirler konusundaki ¢alismalar genellikle MRSA ve MRSP iizerinde
odaklanmakta, bu da diger metisilin direngli tiirler hakkinda yetersiz bilgi edinilmesine
neden olmaktadir.

Garcia-Alvarez ve ark. (2011) tarafindan mecC geninin de metisilin direncinde
rol aldigininin ortaya konulmasi metisilin direncinin belirlenmesinde s6z konusu gen
bolgesininde mecA ile birlikte arastirilmasi gerekliligini dogurmustur. Hayvanlarda
yapilan ¢alismalarda S. aureus suslarinda mecC geni mastitisli ineklerden, kedi, kopek,
rat, kobay, ispinoz kusu, yaris ati, tavsan ve koyundan saptanmistir (Paterson ve ark.,
2012; Medhus ve ark., 2013; Ruiz-Ripa ve ark., 2019; Sekizuka ve ark., 2019; Walther
ve ark., 2012). Cesitli hayvanlarda S. aureus disindaki Stafilokok tiirlerinde de mecC
geni varligi bildirilmektedir (Harrison ve ark., 2013; Loncaric ve ark., 2013; Loncaric
ve ark., 2019). Medhus ve ark. (2013) kronik konjuktivitis ve stomatitis problemli bir
kedide mecC geninin kodladigt MRSA’y1 saptamislardir. Walther ve ark. (2012b) 10
adet MRSA izolatinda (2 kdpek, 7 kedi ve 1 guinea pig) mecC geni saptamistir.
Fransa’da 5 yilllik siirecte at, kedi, ve kopeklerdeki MRSA olgularinda kedi ve atlarda
mecC genini saptamislar kdpeklerde ise mecC genini tespit etmemiglerdir (Haenni ve
ark., 2017). Almanya’da kedi, kopek ve tavsanlarin incelendigi ¢calismada bir kedinin
hem agiz hem burnundan izole edilen S. aureus izolatlarinda meC geni saptanmistir

(Kaspar ve ark., 2018). Yunanistan’da kedi, kdpek ve veteriner hekimleri konu alan
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calismada mecC yalnizca petlerden izole edilen S. aureus’ta saptanmistir (Drougka ve
ark., 2016). Ulkemizde kedi ve kopeklerde yapilan ¢alismalarda metisilin direncinin
tanimlanmasinda mecC geni arastirilmamistir. Ancak insanlarla ilgili ¢alismalarda
mecC geni varligi yoniinden yapilan arastirmalar olmakla birlikte bu gen tespit
edilmemistir (Cikman ve ark., 2019; Kilig, Dogan, Kaya & Baysallar, 2015). Sayin
ve ark. (2016) ise mastitisli inek siitlerinden mecC geni bulunduran MRSA tespit
etmistir. Yaptigimiz calismada metisilin direncini kodlayan mecC geni incelenmis
ancak kedi ve kopek izolatlarinda bu gen bolgesi bulunmamuistir.

Beta-laktam direncinin incelenmesinde bir diger dnemli nokta da BORSA
suglaridir. BORSA suslari metisiline direngli S. aureus (MRSA) ya da metisiline
duyarli S. aureus (MSSA) olarak siniflandirilamazlar. Bu suslar mecA ve mecC geni
tagimazlar ancak fenotipik olarak metisilin direnci gosterirler. Olusturduklar1 direng
beta-laktamaz enzimin asir1 liretimi veya bazi durumlarda PBP genlerindeki nokta
mutasyonlart ile iligkilendirilmistir (Hryniewicz & Garbacz, 2017; Shore & Coleman,
2013). Arastirmamizda izole edilen S. aureus suslari BORSA yoniinden de
degerlendirilmistir. Ancak fenotipik olarak metisilin direnci gdsteren ve mecA veya
mecC geni bulundurmayan S. aureus elde edilmemesi nedeniyle BORSA ydniinden
ileri testler uygulanmamustir. Buna karsin arastirmamizda S. aureus disinda fenotipik
MRS ancak mecA ve mecC geni bulundurmayan Staphylococcus spp. saptanmis olup
bu tiirler S. felis, S. pettenkoferi, ve S. hominis’tir.

Tez calismamizda izole edilen toplam Staphylococcus spp. beta-laktam grubu
disindaki diger antimikrobiyaller yoniinden degerlendirildiginde; eritromisine (%
31,5), tetrasikline (% 25,8) ve klindamisine (% 19,6) onemli oranlarda direngli
bulunmustur. Fosfomisin, gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin,
fusidik asit, rifampisin ve trimetoprim/sulfametaksazole ise gesitli oranlara direng
gozlenmistir. Amikasin, teicoplanin ve daptomisine diren¢ sadece birer
Staphylococcus spp.’de rastlanirken tiim izolatlar vankomisine ve linezolide duyarli
bulunmustur. S. pseudintermedius, S. felis, S. aureus ve S. epidermidis tiirlerinin kendi
aralarinda beta-laktam grubu disinda farkli antimikrobiyallere direngleri
degerlendirildiginde ise; S. aureus’un % 27,6 ile gentamisine, S. epidermidis’'in % 68,2
ve % 40,9 oranlan ile eritromisine ve fusidik asite, S. felis’in % 38,6 oran ile

fosfomisine en direngli tiirler oldugu saptandi (P<0,05). S. pseudintermedius’un %
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48,2, % 12,7 ve % 20,9 oranlan ile ise tetrasiklin, rifampisin ve trimetoprim
stilfametoksazole en direngli tiir oldugu tespit edildi (P<0,05). Staphylococcus spp.’de
antimikrobiyal diren¢ yaygin goriilmekte bu da bir¢ok ekolojik sistemde bulunabilen
bu cinsin &nemini arttirmaktadir. insanlar, hayvanlar ve ¢evre gibi farkli ortamlardaki
bakteri tiirleri, kendi arasinda karsilikli genetik element degisimleri ile antimikrobiyal
direncin yayilmasini kolaylastirirlar ve bu genel bir halk saglig1 sorunu olugsmasina
neden olur (Palma, Tilocca, & Roncada, 2020). Bu nedenler ile antimikrobiyal
ajanlara diren¢ durumlar1 ve degisiklikleri izlemek i¢in diizenli olarak siirveyans
caligmalar1 uygulanmalidir.

Coklu ilag direnci (MDR) ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal grupta yer alan en
az birer ajana kars1 kazanilmis direng olarak tanimlanmaktadir. Hayvan sagliginda
diinya ¢apinda bir sorun haline gelen metisilin direnci yani1 sira Veteriner hekimler i¢in
terapotik segenekleri sinirlayan MDR  suslariyla da siklikla karsilagilmaktadir.
Calismamizda MDR Staphylococcus spp., Suepaul ve ark. (2021) tarafindan % 19,1
ve Conner ve ark. (2018) tarafindan % 25,6 olarak raporlanan oranlarindan daha
yiiksek, Schmidt ve ark. (2014)’nin % 34 olarak raporlanan oranindan ise daha diisiik
olmak tizere % 26,9 oraninda bulunmustur. Tek saglik temelli yaklasim dikkate
alindiginda insanlar, hayvanlar ve c¢evre birbirini etkileyen bilesenlerdir ve
antimikrobiyal direncle miicadele i¢in bu bilesenler birlikte degerlendirilmeli ve
kiiresel yaklagim ile bu veriler giincel olarak izlenmelidir.

Calisma biitiiniiyle ele alindiginda;

- Hem saglikli hayvanlardaki Staphylococcus spp. prevalansinin hem de hasta
hayvanlarda Staphylococcus spp. kaynakli enfeksiyon prevalansinin yiiksek oranlarda
bulundugu, kedi ve kopek tiirleri arasinda Staphylococcus spp. prevalansi agisindan
onemli fark olmadig1 gézlenmistir.

- Kopeklerde 1rk, yas ve cinsiyetin Staphylococcus spp. prevalansina etkisi
goriillmezken, kedilerde yash (5 yas tizeri) hayvanlarda Staphylococcus spp.
prevalansinin arttig1, ancak 1rk ve cinsiyetin prevalansa etkisi olmadigi belirlenmistir.

- Kedilerde S. felis’in kopeklerde ise S. pseudintermedius’un en yaygin tiir
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca paralel olarak kedilerde KNS, kopeklerde ise KPS
tiirlerinin prevalansi 6nemli 6l¢tide yiiksek bulunmustur. Kedilerde KNS tiir ¢esitliligi

kopeklere oranla daha fazla goriilmiistiir.
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- Beta-laktam antimikrobiyallerine direngte rol alan her iki mekanizma
fenotipik ve genotipik yontemlerle degerlendirilmistir. izole edilen Staphylococcus
spp.’de beta-laktamaz aktivitesi fenotipik yontemler ile (penisilin direnci ve nitrosefin
test sonucu) % 53,8 ve genotipik yontemler ile (blaZ) % 50,4 bulunmustur. Metisilin
direnci fenotipik yontemler ile (sefoksitin ve/veya oksasilin direnci) % 15,8 genotipik
yontemler ile (mecA) % 13,5 bulunmustur.

- MRS tanimlanmasinda mecA geni ile birlikte mecC geni incelenmis ancak
izole edilen Staphylococcus spp.’de mecC geni varligi saptanmamustir.

- Kediler de MRSA ve MRSP saptanmis. S. pseudintermedius’un izolasyon
orani diisik olmasina ragmen % 62,5 (5/8) oraninda metisilin direngli oldugu
saptanmistir. Kedilerde metisilin direncinin en yaygin oldugu tiirlin MRSE oldugu
gozlenmis, bunun yaninda metisilin direngli S. hominis, S. cohnii subsp. cohnii, S.
haemolyticus ve S. capitis elde edilmistir.

- Kopeklerden izole edilen Staphylococcus spp.’den yalnizca S. aureus ve S.
pseudintermedius tiirlerinde metisilin direnci belirlenmistir. Kopek izolatlar1 arasinda
MRSA prevalansi % 2,4, MRSP prevalans1 % 10,5 bulunmustur

- S. aureus’un % 27,6 ile gentamisine, S. epidermidis’in % 68,2 ve % 40,9
oranlar: ile eritromisine ve fusidik asite, S. felis’in % 38,6 oran ile fosfomisine en
direngli tiirler oldugu saptanmistir (P<0,05). S. pseudintermedius’un % 48,2, % 12,7
ve % 20,9 oranlar ile ise tetrasiklin, rifampisin ve trimetoprim siilfametoksazole en
direngli tiir oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

- Izole edilen Staphylococcus spp.’nin % 26,9’'u MDR’dur.

Sonug olarak; bu ¢alismada kedi ve kdpeklerdeki Staphylococcus spp. tastyiciligi ile
Staphylococcus spp. kaynakli enfeksiyon prevalans verileri elde edilmistir. Giincel
stafilokok tiirlerinin ve prevalansinin saptanmasinin teshis laboratuvarlarinda tanisal
yaklasimlara destek olmasi s6z konusudur. Kedi ve kopeklerde deri ve mukozaya en
sik kolonize olan bakterilerden Staphylococcus spp.’de beta-laktam antimikrobiyallere
ve diger sinif antimikrobiyallere kars1 yaygin direncin mevcut oldugu bu ¢aligma
verileri ile ortaya konmustur. Bu durum, diren¢ kodlayan mobil elementlerin, bu
hayvanlarla ve onlarin mikrobiyotalariyla yakin temas halinde olan insanlara bulasma

acisindan risk olusturmaktadir. Beta-laktam grubu antimikrobiyallere giincel direng
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prevalansinin bilinmesinin klinisyen hekimlere dogru terapotik yaklasimda fayda

saglayacagi diistiniilmektedir.

Arastirmamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda

Metisilin direncinin arastirildigi ¢alismalarda mecA ile birlikte mecC geninin
de degerlendirilmesi ve Tiirkiye’deki mecC MRS tiirlerinin prevalansinin
belirlenmesi,

MRSA ve MRSP disinda metisilin direngli diger Staphylococcus spp.’nin
izlenmesi,

Veteriner Klinikleri ve hastane ortamlarinda antimikrobiyallerin daha ihtiyath
kullanima,

Veteriner hekimleri, hastane ve barinak personelleri ile hayvan sahipleri
bilgilendirilerek, 6zellikle hasta hayvanlar temasta eldiven kullanilmasi, hasta
bir hayvandan digerine gegiste eldivenlerin degistirilmesi, temas sonrasi ellerin

yikanmasi gibi temel hijyen tedbirlerinin uygulanmasi,

onerilmektedir.
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Eritromisin

Antimicrobial Resistance Surveillance System
European Centre for Disease Prevention and Control
European National Breakpoint Committees
Evcil kisa tlylii

Evcil uzun tiylii

Fusidik Asit

Farm-Associated MRSA

Fosfomisin

Sefoksitin

Gentamisin

International Nosocomial Infection Control Consortium
Koagiilaz Negatif Staphylococcus spp.
Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp.
Livestock-Associated MRSA

Levofloksasin

Linezolid

MALDI-TOF MS  Matriks Assisted Lazer Desorption lonization Time of Flight
Mass Spectrometry

MDR Multi Drug Resistance
MHB Miieller Hinton Broth
MLST Multilocus Sequence Typing
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MODSA
MR
MRS
MRSA
MRSE
MRSP
MSA
MXF
NHSN
OX

PBP
PCR
PVL
RA
RNA
SIG
SPF
ST
SXT
TE
TEC
TSB
TSST
VA

Modified Staphylococcus aureus

Methicillin Resistant

Methicillin Resistant Staphylococcus spp.
Methicillin Resistant Staphylocococcus aureus
Methicillin Resistant Staphylocococcus epidermidis
Methicillin Resistant Staphylocococcus pseudintermedius
Mannitol Salt Agar

Moksifloksasin

National Healthcare Safety Network

Oksasilin

Penisilin

Penisilin Baglayan Protein

Polimerase Chain Reaction

Panton-Valentine Lokosidin

Rifampisin

Riboniikleik Asit

Staphylococcus intermedius Grubu
Staphylococcal Food Poisoning

Sequence Type

Trimetoprim/Sulfametaksazol

Tetrasiklin

Teikoplanin

Tryptic Soy Broth

Toksik sok sendrom toksini

Vancomisin
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